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Primery pro detekci Cochliobolus sativus v obilovinach

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych primerd pro detekci houbového patogena Cochliobolus sativus
v obilovinach, zejména v jeémeni a p3enici, coz ma vyznam v rostlinolékaistvi a molekularni
biologii.

Dosavadni stay techniky

Patogen Cochliobolus sativus [(Ito & Kurib.) Drechsler ex Dastur] (anamorfa Bipolaris sorokini-
una [(Sacc.) Schoem.]) napada listy jeémene a zpiisobuje chorobu s eskym nazvem ,,Vietenovita
hnéda skvrnitost je¢mene* (anglicky ,.Spot bloth*). Na listech vznikaji ovalné nekrotizujici
skvrny, éimz dochazi k redukei fotosyntetizujici plochy fistd, pfipadné k senescenci celé rostliny.
Cochliobolus sativus napada také kofeny a baze stébel p3enice, piidem2 vznikaji ohrani¢ené
tmavé hnédé protahlé léze. Pfi silné infekci napadena tkdii odumird, ¢imZ dochazi k oslabeni
rostliny. V nékterych pripadech mohou byt napadeny i listy, popfipadé klasy i zmo. Skodlivost
tohoto patogena u obou hostiteld je vétdi v teplejsich oblastech, nicméné podle nadich zjisténi
v roce 2007 nabyva napadeni zejména listd jeémene na dzemi CR na vyznamu.

Metody diagnostiky patogend molekulirnimi technikami jsou vyuZivany zejména v mediciné
s celou fadou patentli a védecké literatury; tyto zdroje neuvadime, jelikoZ je to nad rémec pred-
kladaného textu. V poslednich letech tyto metody nabyvaji velkého vyznamu i v rostlinolékatstvi.
Princip diagnostiky rostlinnych patogeni pomoci PCR je popséan v literatufe (napf. Henson a
French, 1993, Annu. Rev. Phytopathol. ,,The polymerase chain reaction and plant disease diag-
nostics.“ nebo Ward ef al., Ann. App. Biol, 2004, ,Plant pathogen diagnostics: immunological
and nucleic acid-based approaches.” nebo Atkins a Clark, J. App. Genet, 2004, ,Fungal molecu-
lar diagnostics: a mini review.” nebo Lévesque, Can. J. Plant Pathol, 2001, ,Molecular methods
for detection of plant pathogens — What is the future?*). Pfesna a v&asna diagnostika patogena ma
velky vyznam v systému ochrany poinich plodin. Klasické metody diagnostiky jako vizualni
hodnoceni symptomii, mikroskopické ¢i kultivaéni metody maji mnohdy limitované moZnosti.
Vnéjii pfiznaky (symptomy) se mohou piekryvat, obzvlast v ptipade infekce, vice patogeny sou-
tasné. Pfiznaky mohou byt znagéné variabilni nebo se nemusi viibec vyskytovat. Pfi mikroskopic-
kém vysetfeni se hodnoti vétdinou morfologie konidii &i spor, které se vyznaduji také urlitou
mirou variability, Mikroskopick4 metoda klade obzvlast vysoké naroky na erudici, zkusenosti a
taxonomické znalosti fytopatologa. Kultivaini techniky zase mohou zvolenym Zivnym médiem
preferovat nékteré druhy patogeni, kterym dané médium lépe vyhovuje, a to miZe byt pii¢ina
nepfesné diagnézy, navic je tato metoda &asové narotnd. S pfichodem polymerazové fetézové
reakce (PCR) (Mullis a Floona, Methods Enzymol. 1987, ,,Specific synthesis of DNA in vitro via
a polymerase—catalyzed chain reaction.) je postupné vyuZivano molekuldmich metod i
v diagnostice patogend. Vyhodou je citlivost, pfesnost s vysledkem analyzy v relativné kratkém
tase. Diagnostiku miZe provadét personal bez znalosti taxonomie, ktery pouze zvlddd b&znou
technikou PCR.

V soudasné dobé je popséna celd fada primerd k detekci rostlinnych patogeni. Jednd se o primery
zaméfené na oblast ribozomalni DNA (rDNA), a to zejména na [TS oblast (Internal Transcribed
Spacer), &i dal3i konzervativni geny (napf. B~tubulin, elonga¢ni faktor, atd.) nebo mitochondriai-
ni DNA (mtDNA) nebo geny uplatiiujici se pfi tvorb& mykotoxind (napt. Tri3, 7ril2) nebo na
anonymni unikatni isek DNA odvozeny napt. z RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
techniky (v takovém pfipadé& hovofime o tzv. SCAR (Sequence—Characterized Amplified Region)
markerech).
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V nasledujicim vy&tu se zaméfime pouze na primery k diagnostice listovych skvrnitosti jeémene
a chorob pat stébel psenice. Byly publikovany primery k diagnostice listovych patogena jeCmene:
Ramularia collo—~cygni (Frei et al., 2007, J. Phytopathology, ,.Direct-PCR detection and epide-
miology of Ramularia collo—cygni associated with barely necrotic leaf spots.“), Pyrenophora
teres (Leisova et al., J. Phytopathology, 2005, ,,Genetic diversity of Pyrenophora teres isolates as
detected by AFLP analysis.), Rhynchosporium secalis (Lee et al., Plant disease, 2001, A
PCR-based assay to detect Rhynochosporium secalis in barley seed.*).

V odborné védecké literatufe byly publikovany primery pro diagnostiku chorob pat stebel u pse-
nice: Oculimacula yallundae a O. acuformis (Nicholson et al, Plant Pathology, 1997,
.Differentiation and quantification of the cereal eyespot fungi T. yallundae and T. acuformis
using a PCR assay.“, Rhizoctonia cerealis (Nicholson a Parry, 1996, Plant Pathology Develo-
pment and use of a PCR assay to detect Rhizoctonia cerealis, the cause of sharp eyespot in
wheat.“) Microdochium nivale (Nicholson et al., Physiological and Molecular Plant Pathology,
1996, ,.Development of a PCR assay to identify and quantify Microdochium nivale var. nivale
and Microdochium nivale var. majus in wheat”), Fusarium culmorum a Fusarium
graminearum (Nicholson et al., Physiological and Molecular Plant Pathology, 1998, ,,Detection
and quantification of Fusarium culmorum and Fusarium graminearum in cereals using PCR
assays.”), Fusarium poae (Pany a Nicholson, Plant Pathology, 1996, ,.Development of PCR
assays to detect F. poae in wheat.”), Fusarium avenaceum (Schilling et al., Phytopathology,
1996, ,,PCR—based assays for species—specific detection of Fusarium culmorum, F. graminearum
and F. avenaceum.*). Pouzivané molekulami metody doposud neumoziiovaly detekci patogena
Cochliobolus sativus.

Podstata vynélezu

Vyse uvedené nedostatky odstrafiuji primery pro detekci Cochliobolus sativus, podle vynilezu,
jehoz podstata spodiva v tom, Ze stanoveni zejména v obilovinach, metodou PCR, se provadi
primery o sloZeni

COSA-F (SEQ ID: 1) TCAAGCTGACCAAATCACCTTC
COSA-R (SEQ ID: 2) CTTCTCACCAGCATCTGAATATATGA,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 570 bp.

Podstatou vynilezu jsou dva nové oligonukleotidové primery k amplifikaci fragmentu DNA hou-
bového patogena Cochliobolus sativus, ptitemZ tyto primery jsou odvozeny od genu Brnl (gen
reduktdzy biosyntézy melaninu — reductase melanin biosynthesis genej (ABO11653) (Shimitzu et
al., J. Gen. Appl. Microbiol, 1998, ,,Phylogeny of Bipolaris inferred from nucleotide sequences
of Brnl, a reductase gene involved in melanin biosynthesis.).

Vynalez se tyka novych primeri, které umozni amplifikovat oblast genu Brnf u Cochliobolus
sativus, bez souéasné amplifikace necilovych sekvenci napt. DNA hostitele nebo DNA jinych
organismi pEitomnych v analyzovaném vzorku, takZe se ziskaji velmi piesné vysledky. Metoda
PCR s primery SEQ ID: 1 a SEQ ID: 2 podle vynalezu umoZzni amplifikaci fragmentu patogena o
velikosti 570 bp, ktery je snadno stanovitelny horizontalni elektroforézou v agarozovém gelu po
obarveni ethidiumbromidem.

Je nutné vysvetlit nékteré pouzité pojmy.
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DNA

Molekula DNA je uzpiisobena pro uchovéavani a kopirovani genetické informace. DNA je tvofe-
na dvéma fetézci. V kaZzdém fetézci se stiida pétiuhlikovy cukr deoxyribdza se zbytkem kyseliny
fosforeéné (tzv. fosfatem). Na deoxyribdzu je po strané pfipojena heterocyklick4 slouGenina, tzv.
baze. Na misté baze se mohou v DNA vyskytnout &tyfi rizné heterocyklické slou¢eniny. Dvé
z nich jsou odvozeny od struktury purinu - adenin (A) a guanin (G) — a dvé od pyrimidinu —
thymin (T) a cytosin (C). Trojice deoxyriboza—zbytek kys. fosforetné—baze, tzv. nukleotid, tvoii
zakladni jednotku (monomer) DNA. ProtoZe na mist& bdze se mohou vyskytovat Ctyfi rizné
molekuly (A, T, G nebo C), existuji i Ctyfi rizné zdkladni stavebni jednotky (nukleotidy) —
deoxyadenosinfosfat, deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfat a deoxycytidinfosfat. Geneticka
informace je v DNA zapsana v poradi bazi.

Primery

Jsou to kratké oligonukleotidy (cca 20 nukleotidd), které se paruji s templatovou DNA na podat-
ku a na konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vlaknem pivodni dvoufetézcové mole-
kuly DNA. Tvoii potétek pro zahajeni syntézy polynukleotidového fetézce. Unikéatni kombinace
nukleotidii primeru ma za nasledek amplifikaci pouze pozadované sekvence DNA.

Pojem cilova sekvence znamena sek DNA, ktery ma byt amplifikovan, detekovan &i jinak ana-
lyzovan.

Amplifikace a PCR.

Amplifikace DNA je zvysovani poctu kopii molekul DNA v laboratornich podminkich. PCR —
{Polymerase chain reaction) polymerazovad fetézovi reakce je proces, pii kterém dochazi
k amplifikaci DNA. Tento proces probiha ve tiech krocich: 1. teplotni denaturace DNA (dojde
k uvolnéni vodikovych mistkd a dvousroubovice dsDNA se rozpadne na dvé samostatna vlakna
$sDNA), 2. annealing Cili nasednuti primert na templatovou ssDNA a 3. elongace ¢ili prodluzo-
vani nové vznikajiciho fetézce pomoci enzymu polymerdzy. Odtud tedy nazev polymerdzova
fetézova reakce. Tento tfistupfiovy proces se opakuje cca 30 aZ 40x. BéZné techniky molekularni
biologie jsou vysvétleny v literatufe napf. Sambrook er al., 2001, Molecular cloning — a laborato-
ry manual L, IL, T,

Elektroforéza a agarozovy gel.

Agarozovy gel je zelatiné podobna hmota, tvofena prostorovou siti vlaken. Volny prostor mezi
vlakny je vyplnén vodnym roztokem, ve kterém se rozpousti nukleové kyseliny. Motivaci pro
pohyb molekul nukleovych kyselin zajistime pomoci elektroforézy, tzn. gel umistime do elek-
trick¢ho pole mezi dvé elektrody — kladné a zaporng& nabitou. ProtoZe jsou nukleové kyseliny
zapomné nabité, tak na né& v eiektrickém poli pisobi sila, ktera je pfitahuje ke kladné nabité elek-
trodg. Daji se tedy do pohybu timto smérem. Pfi prichodu gelem dochézi mezi molekulami a siti
polymert ke tfeni, které je vétsi u velkych molekul a mensi u malych molekul, takZe se molekuly
tridi podle velikosti.

Primery podle vynalezu lze vyuzit v molekularni biologii, rostlinolékaistvi, mykologii a fyto-
patologii, kde se zkoumaji zplsoby a reak&ni &inidla k detekei houbového patogenu Cochliobolus
sativus u obilovin, zejména u je¢mene a pienice, a dale k rozpoznani & odlifeni rodu Cochlio-
bolus sativus od jinych houbovych druhi. UmoZiiuji rychlou, senzitivni, vysoce specifickou
detekci na arovni nukleovych kyselin (DNA) ve tkani hostitele. Je proto cilem vynalezu rozsiteni
moZnosti PCR detekce chorob jeémene a pSenice o primery podle vyndlezu k diagnostice patoge-
na Cochliobolus sativus, piiCemzZ tento se vyskytuje jak na listech je¢mene a je obtiZné rozlisitel-
ny od dalsich listovych skvrnitosti (zejména. R. collo—cygni a P. teres f. maculata), tak na kofe-
nech a patich stébel pienice, kde mohou byt pfiznaky zaménény s celou fadou patogenii z tohoto
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komplexniho onemocnéni (Oculimacula spp., Rhizoctonia, Fusarium spp., atd.). Pivodci vynale-
zu byla Uspé$né prokdzana specificka reakce primerd podle vynalezu s DNA patogena a
v pfilozenych tabulkdch jsou shruty vysledky jejich méfeni.

Nasledujici priklady provedeni primery podle vynalezu pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv
omezovaly.

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Vysledky viech méfeni jsou souhmné uvedeny v pfiloZzenych Tabulkach 1 az 8 a na obrazcich
Obr. | az 4.

Potvrzeni spolehlivosti primertt COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) na souboru 70-ti
izolath Cochliobolus sativus nasbiranych z porostd jarnich jeSmend na izemi CR v roce 2007,
déle vyuziti primerit COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) k rozpoznani druhu Cochlio-
bolus sativus ze vzorki houbovych kultur ziskanych sbérem v terénu:

V roce 2007 bylo na tizemi Ceské republiky z listdi jeémene jarniho nasbirano 70 izolatd Cochli-
obolus sativus (Tabulka 1). Z téchto sbéri byly na Petriho miskach na zivném médiu (4 % Potato
Dextrose Agar) vypéstovany monosporické izoldty. Mycelium bylo $pachtli sejmuto a byla z ngj
izolovana DNA. Mycelium bylo dreeno v porcelanovych tfecich miskach za pomoci tekutého
dusiku. Dale bylo k izolaci DNA vyuzito kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagene). PCR probéhla
v uvedené reakéni smési za nize uvedenych reakénich podminek (Tabulky 2 a 3)

Zavér méfeni

Viechny izolaty C. sativus (70 ks) ziskané sbérem na uzemi CR v roce 2007 vykazovaly po PCR
s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynilezu za uvedenych reakénich
podminek pozitivni odezvu (Obr. 1).

Piiklad 2

Urdeni C. sativus v souboru dal$ich druhi hub, a to jednak blizce pfibuznych druhii a zejména
pak okruhu patogenii napadajici listy je¢mene a paty stébel a kofeny p3enice.

Pro potvrzeni specifity primerii COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-F (SEQ ID: 2} podle vyndlezu
byla provedena molekulami analyza u celé fady druhii hub jednak piibuznych C. sativus a jednak
potencialné se vyskytujicich na je¢meni a pdenici (Tabulka 4). Houbové kultury byly ziskany
terénnim sbérem a kultivaci na Petriho miskach a dale z Ceskych ale i zahraniénich sbirek mik-
roorganismi (Slovensko, Holandsko) (viz Tabulka 4). PCR probé&hla v uvedené reakéni smési za
uvedenych reakénich podminek (Tabulka 2 a 3). Reakce byla provedena tfikrat (pokazdé jinym
laborantem [P/R/]] - Pavel, Renata, Jifinka)

Zavér méfeni

Vzorky obsahujici DNA (. sativus se po PCR s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R
(SEQ ID: 2) podle vynalezu za uvedenych reakénich podminek vyznaCovaly pozitivni odezvou,
ostatni testované druhy ziistaly bez odezvy (Obr. 2).
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Priklad 3

Detekce patogena v listech je¢mene infikovanych houbovym patogenem C. sativus ve srovnani
s neinfikovanymi a detekce C. sativus na patich stébel p3enice u rostlin infikovanych ve srovnani
s neinfikovanymi.

Ve skleniku byl zaloZen experiment s 6-ti odriidami je¢mene a 6-ti odridami pSenice (Tabul-
ka 5). U kazdé odridy byla polovina rostlin prostorové izolovana a infikovana houbovym pato-
genem C. sativus. 14 dni po infekei byly odebrany rostliny jak infikované, tak bez infekce. Listy
jedmene a paty stébel (ve dvou piipadech i kofeny) psenice byly podrobeny molekularni analyze
za pouzit{ primerd COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynilezu. Rostlinny
material byl drcen v porcelanovych tiecich miskach za pouziti tekutého dusiku. Poté byla izolo-
vana celkovd DNA pomoci kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagene). PCR probéhla v nasledujici
reakéni smési za uvedenych reakénich podminek (Tabulka 6 a 3). Reakce byla provedena tfikrat
(pokazdé jinym laborantem [P/R/]] — Pavel, Renata, Jifinka).

Zavér méfeni

Vzorky rostlin, infikovanych patogenem C. sativus vykazovaly po PCR s primery COSA-F
(SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynalezu za uvedenych reakénich podminek pozitivni
odezvu, zatimeo rostliny, které nebyly timto patogenem infikovany, vykazovaly odezvu negativni
(Obr. 3).

Priklad 4
Testovani primeri podle vynalezu v fedici fadé DNA ve vzorku:

Analyze DNA s primery COSA-F (SEQ ID:1)} a COSA-R (SEQ ID: 2) podie vynilezu bylo
podrobeno odstupiiované mnoZstvi DNA Cochliobolus sativus: 1 ng, 0,1 ng, 0,01 ng, 0,001 ng a
0,0001 ng (Tabulka 7). Reakce byla provedena tfikrat (pokazdé jinym laborantem [P/R/J] -
Pavel, Renata, Jifinka). PCR probéhla v nasledujici reakéni smési za uvedenych reakénich pod-
minek (Tabulka 8 a 3).

Zaveér méfeni

Detekéni minimum PCR s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynalezu
za uvedenych reak&nich podminek se pohybovalo na hranici 0,001 ng DNA patogena ve vzorku
(Obr. 4).

Primyslova vyuZzitelnost

Nové primery maji vyuziti jednak v rostlinolékaistvi p¥i diagnostice patogena Cochliobolus sati-
vus, coZ umozni cilenou volbu Géinné ochrany zejména obilovin a jednak ve lechtitelskych pro-
cesech pfi hodnoceni genovych zdroji pfi selekci a v molekularni biologii.
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Tabulka 1

Seznam izolatd C. sativus ziskanych z listh je¢mene na Gzemi CR v roce 2007 (pozitivni vysle-
dek reakce vyznacujici se viditelnym prouzkem na gelu je oznaden znaménkem + (plus), negativ-
ni odezva znaménkem — (minus))

Cislo | Lokalita sbéru Oznageni | PCR 28 Pizen 26 Pl +
1 Olomouc 1.1 0l + 29 Plzef 32P +
2 Olomouc 1,20l + 30 Plzed 36P +
3 Olomouc 1,30 + 31 Kojetin 1.2 Kj Ty
4 Olomouc 1.4 Ol + 32 Kojetin 1,3 Kj +
5 Olomouc 210l + 33 Kojetin 1,4 Kj +
6 Qlomouc 220l + 34 Kojetin 2,1 Kj +
7 Qlomouc 340Ql + 35 Kojetin 1,1Kj +
8 Olomouc 4,20l + 36 Kojetin 1.5 Kj +
9 Clomouc 510 + 37 Kojetin 1,6 Kj +
10 | Clomouc 6,301 + 38 Kojetin 22Kj +
11 Banovce 4.3 B¢ + 38 Kojetin 2,3 K} +
12 Banovce 44 Bc + 40 Kojetin 24 Kj +
13 Banovce 52 Bc + 41 Hrabice 1,1 Hr +
14 Banovce 54 Bc + 42 Hrabice 1,2 Mr +
15 Banovce 6.2 Be + 43 Hrabice 21Hr +
16 | Banovce 7.4Bc + 44 Hrabice 22Hr +
17 Banovce 82Bc + 45 Hrabice 31Hr +
18 | Banovce 84Bc + 45 Hrabice 3,2 Hr +
19 | Banovce 9,2 B¢ + 47 Hrabice 4,1Hr +
20 Banovce 94Bc + 48 Hrabice 4,3 Hr +
21 Pizen 1.1 Pl + 49 Hrabice 52 Hr +
22 Pizef 1,2P + 50 Hrabice 54 Hr +
23 Plzefi 15P + 51 Banov 1,1 Ba +
24 Plzen 16 Pl + 52 Banav 1,2Ba +
25 Plzefi 22Pl + 53 Banov 1.4 Ba +
26 Plzen 23F + 54 Banov 1,5 8Ba +
27 Plzefi 24P + 55 Banov 2.1Ba +
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56 Banov 2,2Ba + 64 Novaky 19,1 Nv
57 | Banov 23Ba + 65 | Novaky 20,2 Nv
58 Banov 3,1Ba + 66 Novéaky 21,1 Nv
59 Banov 3.6Ba + 67 Novaky 22,1 Nv
60 Banov 4.1 Ba + 68 Novaky 23,2 Nv
61 Novaky 6,3 Nv + 69 Novdaky 24,1 Nv
62 Novaky 17.1 Nv + 70 Novaky 24,2 Nv
63 Novaky 18,2 Nv +
Tabulka 2
Reakéni smés v celkovém objemu 20 pl
o Konetna .
Chemikalie Objem
koncentrace
voda - 12,6 pl
10 mM dNTP 0,2 mM 0,4 pl
25 mM MgCl; 25mM 2.0t
Pufr
750 mM Tris-HCI 75mM 2,0l
200 mM (NH4);S0, 20mM
10 uM Primer SEQ 1D:1 0,2 uM 0.4 ul
10 yM Primer SEQ 1D: 2 0,2 uM 0,4 pl
5 U/1 uL Taq Polymeraza 1,0U 0,2 ul
DNA vzorku 1-5 ng 204l
Celkem - 20 pl

Tabulka 3

Reakéni podminky Touchdown PCR
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Kroky reakce Teplota [°C]| Cas [s] | Pocet cykli
uvodni denaturace 95 5 min 1
denaturace 95 30 b
annealing 64 20 5
elongace 72 45
denaturace 95 30
annealing 66 20 5
elongace 72 45
denaturace 95 30 )
annealing 62 20 30
elongace 72 45
zavére€na elongace 72 5 min 1
uchovanl 10 - 1

Tabulka 4

Seznam druhi hub podrobenych analyze s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2)
(pozitivni vysledek reakce vyznaCujici se viditelnym prouzkem na gelu je oznafen znamén-
kem + (plus), negativni odezva znaménkem — (minus)).

C. |Druh Zdroj |Kéd Hostitel Pivod PCR
Slovak
1 |C. sativus VURVP | BPSKQS5 Hordeum vulgare ++/+
Republic
Czech
2 |C. sativus CPPF ;CPPFT0 Triticum aestivum . ++i+
Republic
. CS-Banovce Czech
3 |C. sativus vu Hordeum vulgare +H+H+
43 Repubtic
) Czech
4 |C sativus ZVU | CS-Plzen 1,1 Hordeum vulgare . 4+
Republic
5 |C. sativus ZVU | CS-Kojetin 1,2 | Hordeum vuigare | Czech i+
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Republic
. Czech
6 |C. sativus ZVU | CS8-Hrabice 1,1 { Hordeum vulgare ) +H
Republic
Czech
7 1 C. sativus ZVvU | CS-Banov 1,1 | Hordeum vulgare , i+
Republic
8 |Drechslera graminea CBS | CBS 100866 Hordeum vulgare | Austria fef=
Pyrenophora. teres f, Czech
9 VU | PTT-KMO94 Hordeum vulgare ) -ff-
teres Republic
Czech
10 | P. teres . maculata ZvU | PTM-KM098 Hordeum vulgare . -f-f-
Republic
Rhynchosporium. Czech
11 . ZVvU |[R3-R952 Hordaum vuigare ) -~
secalis Republic
Czech
12 | Biumeria graminis ZVU [ Mix of spores | Hordeum vuigare ) I~
Republic
13 | Ramularia collo-cygni  {CBS | CBS 101180 Hordeum vulgare | Austria -I--
. Czech
14 | Oculimacuia yallundae |ZVU | OY-KMO85 Triticum aestivum ) -
Republic
Czech
15 j Qculimacula acuformis | ZVU | OA-KMO086 Triticum aestivum ) I~
Repubiic
16 | Rhizoctonia cerealis CBS |CBS236.77 Secale cercale Netherlands | -/-/-
Gaeumannomyces . Czech
17 o o CCM | F-575 Triticum aestivum _ ofef=
graminis var. tritici Republic
Microdochium nivale
18 i CCM |F-429 Neni znamo Neni zndmo [ -/-/-
var. nivale
Microdochium nivale
19 . CBS |CBS 106.80 Trticum aestivum | USA -
var, majus
. , Czech
20 { Fusarium graminearum | ZVU | FG-KM044 Triticum aestivum i -
Republic
Czech
21| F. culmorum ZVU | FC-KMO45 Trticum aestivum ) -I-
Republic
Czech
22 | F. avenaceum CCF |FA-KMO046 Triticum aestivum . -
Republic
Czech
23 |F. poae VU | FP-KM033 Triticum aestivum I+t
Republic
24 | F. pseudograminearum |CBS [ CBS 109955 Hordeum vufgare | Australia -
25 | F. sporotrichoides CCM |CCM 8314 Neni znémo Neni znamo | -//-
26 | Pyrenophora tritici- CPPF | CPPF 72 Triticurn aestivum | Czech -1--
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repentis Republic |
N . Czech “
27 | Tilletia tritici VU | TCA-KM110 Triticum aestivum ) -4t
Republic
Czech
28 T. controversa VU | TCO-KMT Triticum aestivum ) 14
Republic
ST-KM Banqg. n ) Czech
29 | Septoria tritici Zvu Triticum aestivum ) -l
306 Republic
. Czech
30 | S. nodorum ZVU | SN-KM 078 Triticum aestivum . -i-
Republic
31 | Bipolaris maydis CBS ([CBS574.73 Zea mays USA -IH-
32 |B. zeae CBS |CBS 112776 Panicum virgatum | USA -
33 [ B. panici-miliacei CBS |[CBS241.77 Brachiaria foliosa | Australia -
34 | B. victoriae CBS |CBS 32964 Avena sativa USA ol
- Qriganum Czech
35 | Drechslera spicifera CCF | CCF 3008 . . -I--
majorana Republic
Vysvétlivky:

CBS - Centraalbureau voor Schimmeicultures, The Netherlands
CCF - Shirka kultur hub katedry botaniky, Univerzita Karlova, Pfirodovédecka fakulta, CZ
CPPF - Sbirka fytopatogennich hub, VURV Praha Ruzyn¢, CZ

ZVU - Zemédélsky vyzkumny ustav Krométiz, CZ

CCM - Ceska sbirka mikroorganismii Masarykova Univerzita, P¥irodovédecka fakulta, CZ
VURVP -~ Vyskumny tstav rastlinnej vyroby Piestany, SK

Tabulka 5

Seznam zdravych a infikovanych (C. sativus) odriid jeémene a pSenice podrobenych analyze
s primery COSA-F (SEQID:1)a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynalezu (pozitivni vysledek
reakce vyznalujici se viditelnym prouzkem na gelu je oznaten znaménkem + (plus), negativni
odezva znaménkem - (minus))

Cislo | Rostlina | Odr{ida Analyzovanj €ast Infekce C. sativus | PCR
rostliny

1 Jeémen | Conrad List Ano ]

2 Jedmen | Ragusa 415 | List Ano ++/+

- 10 -
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Jeémen | Proust List Ano +++

Jeémen | Pribina List Ano A+

Jeémen | Cebada List Ano Hi+

Capa
6 Jeémen | Viridie List Ano +H+/+
7 Jeémen | Conrad List Ne -
8 Jeémen | Ragusa 415 | List Ne A1
9 Jeémen | Proust List Ne -I-f-
10 | JeEmen | Pribina List Ne -I-I-
1 Jeémen | Cebada List Ne of-/-
Capa

12 Jetmen | Viridie List Ne -I-I-
13 | P&enice | Sarka Baze stébla Ano +Hl+
14 | P3enice | Sarka Kofen Ano +H+
15 | P3enice | Banquet Bdze stébla Ano ++/+
16 P3enice | Banquet Kofen Ano +/+i+
17 | P&enice | Cubus Bdze stébla Ano Py
18 | PSenice | Batis Bdze stébla Ano ++{+
19 | PSenice | Simila Baze stébla Ano +H/+
20 | P3enice | Acteur Baze stébla Ano +H++
21 | Psenice | Sarka Bdze stébla Ne -I--
22 | P3enice | Sarka Kofen Ne of-1-
23 | P3enice | Banquet Bdze stébla Ne -
24 P3enice | Banquet Kofen Ne ~I-I-
25 | P3enice | Cubus Baze stébla Ne of-1-
26 | P&enice | Batis Bdze stébla Ne --I-
27 | P3enice | Simila Bdze stébla Ne -1
28 | P3enice | Acteur Bdze stébla Ne /-

-11-
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Tabulka 6
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Reakéni smés v celkovém objemu 20 pl

Tabulka 7

Odstupfiované mnoZstvi DNA C. sativus ve vzorku. (pozitivni vysledek reakce vyznacujici se
viditelnym prouzkem na gelu je oznaden znaménkem + (plus), negativni odezva znaménkem —

Chemikalie Koneéna koncentrace | Objem
voda - 12,6 ul
10 mM dNTP 0,2 mM 04l

25 mM MgCl; 2.5mM 2,04

Pufr

750 mM Tris-HCI 75 mM 2,04l

200 mM (NH4),SO4 20 mM

10 pM Primer SEQ 1D:1 0,2 UM 0.4 pul
10 uM Primer SEQ ID: 2 0,2 uM 0,4 pi
5U/1 pL Taq Polymeraza 10U 0,2 ul
DNA vySetrfovaného vzorku 20az230ng 2,0ul

Celkem - 20 pl

(minus), velmi slaba pozitivni odezva znaménkem = (plus—minus))

MnoZstvi DNA Cochliobolus sativus v reakéni smési (ng)

vzorek
1,0 0,1 0,01 0,001 0,0001
C. sativus (68; 23,2 Nv) * | +/+/+ +[+{+ +HH+ -f4/+ ~f-l-
C. sativus (69; 24,1 Nv) * | +/+/+ ++l+ ++/+ +H-I+ -I-1-

Vysvétlivky: * viz Tab. |

-12 -
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Tabulka 8

Reakéni smés s celkovém objemu 20 pl

Chemikalie Konecna Objem
koncentrace

voda - 12,6 pl

10 mM dNTP 02mM 0,4 pl

25 mM MgCl; 2.5 mM 2,04l

Pufr

750 mM Tris-HCI 75 mM 2,04l

200 mM (NH,)2S0, 20 mM

10 pM Primer SEQ 1D:1 0,2 uM 04yl

10 uM Primer SEQ 1D: 2 0,2 uM 0,4 pl

5 U/ yl Tag Polymeraza 1,0U 0.2l

DNA vy$etiovaného vzorku viz Tabulka 7 204

Celkem - 20l

PATENTOVE NAROKY

1. Primery pro detekci Cochliobolus sativus, zejména v obilovinich, metodou PCR, o slozeni

COSA-F (SEQ ID: 1) TCAAGCTGACCAAATCACCTTC
COSA-R (SEQ ID: 2) CTTCTCACCAGCATCTGAATATATGA,

které umozni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 570 bp.

2 vykresy
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Obr. 1

-
YR OHIRTII RN UME XM RN

Vysledek analyzy 70-i izolath C. sativus nasbiranych z porostll jarnich jeémend na tizemi
CR v roce 2007 (viz Tabulka 1) s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ 1D:2)

Vysvétlivka: M- Ladder 100bp, 1 aZ 70 DNA C. sativus (viz Tabulka 1)

Obr. 2

1234567892000 H I}i' 16 1718 1920 21 2223 24 25 2627 28 29 ak 3 30 3132 33 M 35

11

L Bl TR

Vysledek analyzy vzork( vybranych druhl hub napadajici jemen a psenici {viz Tabulka 4)
s primery COSA-F (SEQ ID;1) a COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynaiezu.

Vysvétlivka:

M - Ladder 100bp, 1. az 35. vzorek viz Tabuika 4, nk — negativni kontrola (voda)

-14-
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Obr. 3

Vysledek analyzy vzork( infikovanych a neinfikovanych rostlin jeémene a pSenice
patogenem C. sativus (viz Tab. 7} s primery COSA-F (SEQ ID:1) a COSA-R (SEQ ID: 2)
podie vynalezu.

Vysvétlivka:
M - Ladder 100bp, 1. 28. vzorek viz. Tabulka 5, nk — negativni kontrola (voda), Cs -
pozitivni kontrola (DNA C. sativus)

Obr. 4

Vysledek testovani primerl v fedici fadé DNA ve vzorku s primery COSA-F (SEQ ID:1) a
COSA-R (SEQ ID: 2) podle vynalezu

Konec dokumentu

-15-
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