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Primery pro detekci Drechslera tritici-repentis v pSenici

Oblast techniky

Reseni se tyk4 novych specifickych primera pro detekci houbového patogena Drechslera tritici-
repentis v pSenici, coZ mi vyznam v rostlinolékafstvi a molekularni biologii.

Dosavadni stav techniky

Patogen Drechslera tritici-repentis (Died.) Shoem. (Shoemaker 1962, Canadian Journal of Bo-
tany ,Drechslera lto.*) (telemorfa Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drech.) (déle v textu jen
DTR) zpisobuje na plenici chorobu s ndzvem ,svétle hnéda skvrnitost pienice™ anglicky ,tan
spot”. Tato choroba je v celosvétovém meéfitku jednim z v§znamnych patogenii pienice (Tekauz
et al, 2004, Can. Plant Dis. Surv. ,Leaf spot diseases of winter wheat in Manitoba in 2003.%:
Duveiller et al. 2005, Phytopathology ,,Epidemiology of foliar blights (spot blotch and tan spot)
of wheat in the plains bordering the Himalayas.“), pfiem? miiZe zpiisobovat 3 % a¥ 50 % ztrat
na vynosu v zavislosti dle citlivosti odrlidy, podminek prostfedf a virulence populace patogena
(Rees er al. 1988, Aust. J. Agric. Res. ,,Susceptibility of Australian wheats to Pyrenophora tri-
tici-repentis.”). Drechslera tritici-repentis redukuje hmotnost zm, potet zrn v klase (Schilder &
Bergstrom 1990, Phytopathology ,,Variation in virulence within the population of Pyrenophora
tritici-repentis in New York.*), celkovou biomasu porostu (Kremer & Hoffmann 1992, Z Pfla-
zenkrankh Pflanzenschutz ,Effect of Drechslera tritici-repentis as the cause of wheat yellow leaf
spot disease on kernel yield and dry matter production®) a kvalitu zrna (Fernandez et al. 1994,
Plant Disease ,,Response of durum wheat kernels and leaves at different growth stages to Pyre-
nophora tritici-repentis.”). Nejvyznamng&j3{ je tato choroba v USA, Kanadé (Gilbert & Woods
2001, Can. J. Plant Sci. ,,Leaf spot diseases of spring wheat in southern Manitoba farm fields
under conventional and conservation tillage.*), ale v nékolika poslednich letech se stiva aktudl-
nim problémem i v Evropskych zemich.

Zivotn{ cyklus Drechslera tritici-repentis zahmuje pohlavni stadium, pfi kterém se tvoii v plod-
nicich vfecka s askosporami, a nepohlavni stidium, pfi¢emz v jeho priib&hu patogen vytvai ko-
nidie. Plodnice vznikaji v obdobi zimnich mésicd na napadnutych rostlinnych zbytcich.
Askospory jsou zdrojem primarni infekce, jejiZ néstup se obvykle odekdva od poloviny bfezna do
zatatku kvétna. Konidie vznikaji na primamé infikovanych listech, zplisobuj{ sekundarmni infekei
a mohou byt pfena3ené vétrem na velké vzdalenosti (Sarova & Hanzalova 2004, Nové poznatky z
genetiky a $lachtenia polnohospodarskych rastlin: Zbomik z 11. odborného seminira 24.-25.
november 2004 ,,Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechs. na pienici, jeji vyznam v CR a
perspektivy Slechténi rezistentnich odriid.*).

Lamari a Bernier (1989, Can. J. Plant Pathol. ,,Virulence of isolates of Pyrenophora tritici-
repentis on 11 wheat cultivars and cytology af the differential host reactions.*) popsali existenci
tyziologické variability patogena a klasifikovali izolaty do 4 patotypl na zakladé jejich schop-
nosti indukovat nekrézy a chlorézy v urtitych liniich pSenice. Pozd&ji bylo popséno 6 ras na
zéklad® jejich virulence k 3 diferentnim genotypim pienice: odriida Glenglea - nekréza, linie -
6B365 - chloréza zpisobend rasou 3, linie 6B662 - chloréza zplsobeni rasou 5 (Gamba &
Lamari 1998, Can. J. Plant Pathol, ,Mendelian inheritance of resistance to tan spot (Pyreno-
phora tritici-repentis) in selected genotypes of durum wheat (Triticum turgidum)“; Strelkov et
al. 2002, Can. J. Plant Pathol. ,,Comparative virulence of chlorosis-inducing races of Pyreno-
phora tritici-repentis.*). Lamari et al. (2003, Phytopathology ,,The identification of two new
races of Pyrenophora tritici-repentis from the host center of diversity confirms a one-to-one
relationship in tan spot of wheat.“) popsali dal3i 2 rasy - rasa 7 a 8. Jednotlivé rasy jsou schopny
produkovat rizné hostitelsky-specifické toxiny, zatim byly identifikovany 4 toxiny - Ptr Tox A,
B, C, D. Vysledky ziskané virulen¢ni analyzou poukazuji na to, Ze nékteré rasy nesou vice ne
jeden hostitelsko-specificky toxin, napf. rasa 1 nese gen pro Ptr Tox A a Ptr Tox B, rasa 6 Ptr
Tox B a Ptr Tox C (Lamari et al. 2003, Phytopathology ,,The identification of two new races of
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Pyrenophora tritici-repentis from the host center of diversity confirms a one-to-one relationship
in tan spot of wheat.*). Dlouho se v&dci domnivali, Ze v jedné rase nemohou byt sou¢asné Tox A
lokus a Tox B lokus (Ballance et al. 1996, Mol. Plant Pathol. ,,Cloning, expression and occurren-
ce of a gene encoding Ptr-necrosis toxin from Pyrenophora tritici-repentis.”; Strelkov 2002,
Can. J. Plant Pathol. ,,Comparative virulence of chlorosis-inducing races of Pyrenophora tritici-
repentis.”), ale Lamari et al. (2003, Phytopathology ,,The identification of two new races of
Pyrenophora tritici-repentis from the host center of diversity confinms a one-to-one relationship
in tan spot of wheat.*) u nov& objevenych rasich 7 a 8 popsali spoletnou ptftomnost lokusi pro
oba tyto toxiny. Patogen Drechslera tritici-repentis je na ziklad€ vizudlnich symptomd obtiZn&
odlisitelny od dal§iho vyznamného patogena p3enice Stagonospora nodorum. JelikoZ je patogen
pienosny osivem, ma spravné a rychld diagnostika vyznam pH produkci pSenice jako zakladni
suroviny na vyrobu bezpe&nych a kvalitnich potravin.

Pro ochranu péstitelskych porostld a kontrolu bezpeénosti priméarnich potravinovych zdroji je
diilezita vEasnd, rychlé a presné diagnostika. V tomto smyslu je potfebna jiz b&hem péstovant
plodin rychld a spolehlivd detekce kontaminaci patogennich mikroorganizmi, kterd umoZni
presny, vEasny a efektivni ochranny zésah a tak zabréni expanzi patogena v rostling. Klasické
diagnostické kultiva®ni techniky jsou ndroéné na &as a erudici fytopatologa pfi¢emZ identita
houby miize byt potvrzena a¥ po del$im &ase. Z tohoto diivodu se k detekci patogent krom Kla-
sickych fytopatologickych testd zadaly vyuZivat i PCR (polymerazova fetézova reakce) techniky
(Mullis a Floona 1987, Methods Enzymol ,,Specific synthesys of DNA in vitro via a polymerase-
catalyzed chain reaction.”). Senzitivni, pfesné a relativné rychlé diagnostické testy patogena jsou
zaloZeny na principu detekce pfitomnosti DNA patogena v hostiteli. Princip diagnostiky rostlin-
nych patogenii pomoci standardni PCR je popsan v literatufe napf. (Henson & French 1993,
Annu. Rev. Phytopathol. ,,The polymerase chain reaction and plant disease diagnostics.” nebo
Ward et al. 2004, Ann, App. Biol., Plant pathogen diagnostics: immunological and nucleic acid-
based approaches.” anebo Atkins & Clark 2004, J. App. Genet. ,,Fungal molecular diagnostics: a
mini review.“ nebo Lévesque 2001, Can. J. Plant Pathol. ,,Molecular methods for detection of
plant pathogens - What is the future?). Vyuziti PCR metod ve fytopatologii umoZiuje rychlou a
pfesnou diagnostiku patogenil v riznych vyvojovych stadiich rostliny, Cilovym mistem na DNA
patogena, které se vyuZiva pfi detekei, je hlavng ribozomélni DNA. Je pfitomna v kaZdém orga-
nismu ve vice kopiich, co¥ umoziiuje velmi citlivou detekei. Druhym nejvyuZzivanéjsim usekem
DNA je P-tubulinovy gen (McCartney et al. 2003, Pest Manag. Sci. ,,Molecular diagnostics for
fungal plant pathogens.*). PCR metody jsou velmi citlivé a specifické, rychlé a interpretace vy-
sledkd je jednoznadni (Walcott 2003, HortTechnology ,,Detection of seedborne pathogens.*).

PCR metody ji* byly pouZity pti diagnostice riznych patogeni na riiznych plodinach. U jeémene
byla tato metoda vyuZita pii diagnostice listovych patogenil Pyrenophora teres (Leisova et al.
2005, J. Phytopathology ,.Genetic diversity of Pyrenophora teres isolates as detected by AFLP
analysis.*), Rhynchosporium secalis (Lee et al. 2001, Plant disease ,,A PCR-based assay to de-
tect Rhynchosporium secalis in barley seed.”), Ustilago hordei (Willits & Sherwood 1999, Phy-
topathology ,,Polymerase chain reaction detection of Ustilago hordei in leaves of susceptible and
resistant barley varieties.”). Byly také vyvinuty a publikovany dvé metody detekce Ramularia
collo-cygni, a to za pouZit ,,nested” PCR a standardni PCR (Havis et al. 2006, FEMS Microbiol
Lett. ,,Rapid nested PCR-based detection of Ramularia collo-cygni direct from barley.”; Frei ez
al. 2007, J. Phytopathology ,.Direct-PCR detection and epidemiology of Ramularia collo-cygni
associated with barley necrotic leaf spots.”). Techniky PCR byly aspésné vyuZity i pfi detekei
patogenii pSenice, jako napf.: Fusarium spp., Gaeumannomyces graminis, Microdochium nivale
spp., Puccinia spp., Rhizoctonia cerealis, Septoria tritici, Septoria nodorum (Stagonospora no-
dorum), Oculimacula spp. a Tilletia tritici (McCartney et al. 2003, Pest Manag. Sci. ,,Molecular
diagnostics for fungal plant pathogens.”). Vzhledem k vysoké variabilit¢ v morfologii, fyziologii
a patogenicité ma vyuZiti PCR metod velkou budoucnost i pki detekci Drechslera tritici-repentis.
V ptipadé detekce Drechslera tritici-repentis v pSenici ma pouZiti PCR metody jednoznacny
vyznam i proto, Ze na zikladé vizualnich symptomi je t&%ko odliditelna od dalSiho vyznamného
patogena pienice Stagonospora nodorum. V pHpad€ tohoto patogena byly DNA markery
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(RAPD, AFLP, ISSRs) dosud Gspéiné pouity pouze k detekei vnitrodruhové genetické diverzity
mezi izolaty Pyrenophora tritici-repentis (Friesen et al. 2005, Phytopathology ,,Population ge-
netic analysis of a global collection of Pyrenophora tritici-repentis, causal agent of tan spot of
wheat.”; Singh & Hughes 2006, Journal of Phytopathology ,,Genetic similarity among isoiates of
Pyrenophora tritici-repentis, causal agent of tan spot of wheat.“; Iram a Ahmad 2007, Archives
of Phytopathology and Plant Protection ,,Foliar blight spectrum and genetic variability of Pyre-
nophora tritici-repentis.*“; Lei§ova et al. 2008, Journal of Plant Pathology ,,Genetic diversity of
Pyrenophora tritici-repentis isolates as revealed by AFLP analysis.*).

Podstata technického feSen{

VySe uvedené nedostatky odstrafiuji primery k detekci patogena Drechsiera tritici-repentis v
penici, podle technického feleni, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze se detekce provadi metodou
PCR s novymi oligonukieotidovymi primery o sloZenf

DTRI1-F: ACCAATATGAAGCCGGACTG (SEQIDNO: 1)
DTR1-R: CTCGGGAGAGAGACAAGACG (SEQIDNO: 2)

které umoziujf amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 382 bp.

Podstatou technického FeSeni jsou oligonukleotidové primery, které byly navr¥eny na oblast
nukleotidové sekvence ITSI - ITS2 oblasti genu ribozomélni DNA Drechslera tritici-repentis,
amplifikujici fragment cilové sekvence patogena o velikosti 382 bp.

Dile je podina definice nékterych pouZitych pojmi:
Pojem DNA

Molekula DNA je uzpisobena pro uchovavéni a kopirovani genetické informace. DNA Je tvofe-
na dv&ma fetézci. V kazdém Fetézci se stiida pétiuhlikovy cukr deoxyriboza se zbytkem kyseliny
tosforedné (tzv. fosfitem). Na deoxyribdzu je po strané pripojena heterocyklicka slou&enina, tzv.
baze. Na misté¢ baze se mohou v DNA vyskytnout &tyii rizné heterocyklické slouCeniny. Dvé z
nich jsou odvozeny od struktury purinu - adenin (A) a guanin (G) - a dv& od pyrimidinu - thymin
(T) a cytosin (C). Trojice deoxyribdza-zbytek kys. fosforedné-baze, tzv. nukleotid, tvoii zékladni
jednotku (monomer) DNA. ProtoZe na mist& baze se mohou vyskytovat &tyfi rizné molekuly (A,
T, G nebo C), existuji i &tyfi riizné zékladni stavebni jednotky (nukleotidy) - deoxyadenosinfos-
fét, deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfit a deoxycytidinfosfat. Genetickd informace jev
DNA zapsana v pofadi bazi.

Pojem primery

Jsou to kratké oligonukleotidy (cca 20 nukleotidd), které se péruji s templatovou DNA na podat-
ku a na konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vidknem piivodni dvoutetézcové mole-
kuly DNA. Tvoii potatek pro zahdjeni syntézy polynukleotidového Fetézce. Unikétni kombinace
nukleotiddi primeru mé za nasledek amplifikaci pouze poZadované sekvence DNA.

Pojem cflovd sekvence znamend isek DNA, ktery ma byt amplifikovan, detekovan & jinak ana-
lyzovén.,

Pojem amplifikace a PCR

Amplifikace DNA je zvySovani pottu kopii molekul DNA v laboratornich podminkach. PCR -
(Polymerase chain reaction) polymerizova fetézova reakce je proces, pH kterém dochazi k am-
plifikaci DNA. Tento proces probih4 ve tfech krocich: 1. teplotni denaturace DNA (dojde k
uvolnéni vodikovych miistkii a dvouSroubovice dsDNA se rozpadne na dvé samostatna vlakna
ssDNA), 2. annealing &ili nasednutf primerd na templétovou ssDNA a 3. elongace &ili prodluzo-
vani nové vznikajictho fetézce pomoci enzymu polymerdzy. Odtud tedy nazev polymerazova
fetézové reakce. Tento tf{stupfiovy proces se opakuje cca 30 aZ 40x. B&né techniky molekulami
biologie jsou vysvétleny v literatufe napf. Sambrook er al., 2001, Molecular clonig - a laboratory
manuai I., IL,IH,
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Pojem elektroforéza a agarozovy gel

Agarozovy gel je Zelating podobna hmota, tvofena prostorovou siti vlaken. Volny prostor mezi
vldkny je vypinén vodnym roztokem, ve kterém se rozpousti nukleové kyseliny. Motivaci pro
pohyb molekul nukleovych kyselin zajistime pomoct elektroforézy tzn. gel umistime do elektric-
kého pole mezi dvé elektrody - kladn& a zdporné nabitou. ProtoZe jsou nukleové kyseliny zapor-
né nabité, tak na né v elektrickém poli pasobi sila, kters je pfitahuje ke kladné nabité elekirode.
Daji se tedy do pohybu timto smérem. Pfi prichodu gelem dochézi mezi molekulami a siti poly-
merii ke tfeni, které je vét$i u velkych molekul a menii u malych molekul, takZe se molekuly tFidi
podle velikosti.

Piehled obrazki

Na Obr. 1 je zndzornéna amplifikace pomoci primerti DTR1-F (SEQ ID NO: 1) a DTRI-R (SEQ
ID NO: 2) se specifickym produktem o velikosti 382 bp na souboru izolath Drechslera tritici-
repentis a na vybranych patogenech obilovin. Legenda: Dréha 1. ladder 50 bp, 2. Drechslera
tritici repentis, 3. Drechslera tritici repentis, 4. negativni kontrola, 5. Drechslera tritici repentis
(Finsko), 6. Pyrenophora graminea, 7. a% 10. Pyrenophora teres, 11. aZ 12. Septoria tritici, 13.
az 15. Stagonospora nodorum, 16. aZ 18. Rhynchosporium secalis, 19. Fusarium graminearum,
20. Fusarium poe, 21. Fusarium culmorum, 22. zdravé listy psenice.

Na Obr. 2 je znézornéna amplifikace pomoci primerd DTR1-F (SEQ ID NO: 1) a DTRI-R (SEQ
ID NO: 2) v listech rostlin po umélé inokulaci a v zrné& pdenice s pfirozenou infekei v porovnani
s negativni kontrolou. Legenda: Dréha 1. Drechslera tritici repentis, 2. Jadder 25 bp, 3. negativni
kontrola, 4. az 7. listy pSenice po umélé infekei Drechslera tritici repentis, 8. aZ 11. zrna p3enice
piirozené infikované patogenem Drechslera tritici repentis.

Nasledujici priklady prqvedeni oligonukleotidové primery podle technického fedeni pouze do-
kladaji, ale neomezuji. Uinnost téchto primert byla jednozna¢né kladné ovéfena v laboratofich
piihlasovatelii v Cesku i na Slovensku.

Ptiklady provedeni

Vysledky viech mé¥eni jsou shrmuty a uvedeny v pfiloZenych Tabulkach 1 aZ 3 a na obrazcich 1
a2

Ptiklad 1

Potvrzeni spolehlivosti a specifity primerid DTR1-F SEQ ID NO: 1 a DTR1-R SEQ ID NO: 2 na
souboru izolatd Drechslera tritici-repentis a na vybranych patogenech obilovin

Tzolaty Drechslera tritici-repentis byly izolovéany z listi p3enice pasbiranych z riznych oblasti
Slovenska. Dale bylo v préaci pouZito 10 izol4th z riznych oblasti Finska, které laskavé poskytla
Dr. M. Jalli (MTT Agrifood Research Finland) a 1 izolat z CR (Tabulka 1). Pro vyloudeni fales-
né pozitivnich vysledka byly do reakce zatlenény vzorky obsahujici DNA houbovych patogenu
potencilné se vyskytujicich na pSenici. Kultury patogenii byly uchovavéany na bramborovo-glu-
kézovém agaru pii 20 °C v Petriho miskdch. Mycélia patogeni byla seskrdbnuta sterilni §pachtli
z agarovych desti¢ek a naslednd v ttecich porceldnovych miskach homogenizovany pomocf te-
kutého dusiku. DNA byla extrahovéna pouZitim kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagene). PCR
reakce probéhla v dané reakéni smési (Tabulka 2) s primery DTR1-F (SEQ ID NO: 1) a DTRI-R
(SEQ ID NO: 2) za uvedenych reakénich podminek (Tabulka 3). Reakce byla provedena tfikrat.

Zaveér méfeni

Po PCR za definovanych reakénich podminek (Tabulka 1) s primery DTR1-F (SEQ IDNO: 1) a
DTRI-R (SEQ ID NO: 2) se vzorky obsahujici DNA Drechslera tritici-repentis vyznaCovaly
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pozitivni odezvou tzn. prouzkem na gelu o velikosti 382 bp. U ostatnich vzorki testovanych
druhi patogeni a v DNA ze zdravych listii pSenice nebyl cilovy fragment amplifikovan (Obr. 1).

Ptiklad 2

Detekce Drechsiera tritici-repentis v uméle infikovanych listech a v pfirozen¢ infikovanych
5 zrnech plenice ve srovnani s negativni kontrolou

V klimaboxu byl zaloZen experiment se 4 odriidami pienice, které byly uméle infikoviny houbo-
vym patogenem Drechslera tritici-repentis. 11 dni po infekci byly odebrany vzorky list infiko-
vanych rostlin k molekuldmi analyze. Obdobné byly odebrany vzorky zm stejnych 4 odrid z
polnich podminek s pfirozenou infekei. Pfirozené infikovana zrna byla hotnogenizovana pomoci

10 ultracentrifugatniho mlyna ZM 100 (Retschn GmbH & Co.KG., Haan, Germany). Rostlinny
material byl nésledné v tfecich porceldnovych miskach homogenizovan pomoci tekutého dusiku.
DNA byla extrahovéna pouzitim kitu DNeasy Plant Mini Kit (Qiagene). PCR reakce probéhla v
dané reakéni smési (Tabulka 2) s primery DTR1-F (SEQ ID NO: 1) a DTR1-R (SEQ ID NO: 2)
za uvedenych reakénich podminek (Tabulka 3). Reakce byla uskutednéna tiikrét.

15 ZAvEer méfeni

Primery DTRI-F (SEQ ID NO: 1) a DTRI-R (SEQ ID NO: 2) byly usp&3né pouZity jak k detekci

patogena Drechslera tritici-repentis v uméle infikovanych listech pSenice 11 dni po inokulaci,

tak i v pfirozené infikovanych zrmech p3enice z polnich podminek. Specificky par primeri

spravné amplifikoval fragment DNA patogena o velikosti 382 bp v infikovanych listech i v
20 zrnech p3enice (Obr. 2). V negativni kontrole nebyl cilovy fragment amplifikovan.

Tabulka 1
Soubor pouZitych izolatii Drechslera tritici-repentis v PCR reakct

Izol4t Pivod Lokalita Rok Reakce
DTRI Slovensko Maly Saris 2005 +
DTR2 Slovensko Maly Sari3 2005 +
DTR4 Slovensko Trenianské Teplice 2006 +
DTRS Slovensko Kalni nad Hronom 2006 +
DTR6 Slovensko Vidina 2006 +
DTR7 Slovensko Spisska Bela 2006 +
DTRS Slovensko Martin Valga 2006 +
DTR9 Slovensko Velké Ripiiany 2006 +
DTRI10 Slovensko Dolné Plachtince 2006 +
DTRI11 Slovensko Bodorova 2006 +
DTRI12 Slovensko RV/Ro#ava(05 2005 +
DTR13 Slovensko Bzince(5 2005 +
DTRI14 Slovensko Turdianské Teplice(6 | 2006 +
DTR15 | Ceské republika | Kroméfiz 2008 +
D2 Finsko Mietoinen 2004 +
D3 Finsko Ylistaro 2004 +
D15 Finsko Inkoo 2004 +
D23 Finsko Inkoo 2004 +
D31 Finsko Mietoinen 2004 +
D32 Finsko Mietoinen 2004 +
D35 Finsko Mietoinen 2004 +
D42 Finsko Jokioinen 2004 +
D45 Finsko Piikiine 2004 +
D65 Finsko Inkoo 2004 +

Pozitivni vysledek reakce je oznadeny znaménkem + (plus)
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Tabulka 2
Reakéni smés v celkovém objemu 25 pl
Chemikalie Koneén4 koncentrace Objem
voda 16,8 ul
10mM dNTP 0,2mM 0,5 pl
25mM MgCl, 3mM 1,5 ul
10 x PCR Pufor
200mM Tris-HC1 1% 2,5
500mM KC1
10pM Primer SEQ ID:1 0.4uM 1,25 ul
10uM Primer SEQ ID:2 0,4uM 1,25 ul
5 U/1 ul Taq Polymeraza 10 0,2 wl
DNA vzorku 1-10ng 1 pl
Celkem 25 pl
Tabulka 3
Reakéni podminky PCR
Kroky reakce Teplota [°C] Cas [s/min.} Pocet cyklh
ivodni denaturace 94 1 min. 1
| denaturace 94 30s 25
annealing 64 30s 25
elongace 72 60 s 25 )
zavéreina elongace 72 5 min. 1
[ uchovani 10 do vyzvednuti -

5 Primyslova vyuZitelnost

Nové specifické oligonukleotidové primery DTRI1-F (SEQ ID NO: 1) a DTR1-R (SEQ ID NO:

2) maji vyuZiti a vyznam v rostlinolékafstvi pfi detekci houbového patogena Drechslera tritici-

repentis v p3enici, coZ miZe zefektivnit tiéinnou ochranu pdenice. Na zékladé vySe uvedenych

vysiedka byl vypracovan protokol pro spolehlivou detekci daného patogena a jeho odlideni od
10 jinych vyznamnych patogeni pomoci PCR.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Primery pro detekci Drechslera tritici-repentis v pienici, metodou PCR, o sloZeni oligo-
nukleotidovych primeri

DTR1-F: ACCAATATGAAGCCGGACTG (SEQIDNO: 1)
is  DTR1-R: CTCGGGAGAGAGACAAGACG (SEQIDNO:2)

které umoZiluji amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 382 bp.

1 vykres




CZ 22600 U1

OBR. |

Z 1 W9 17 618 K13 121F WS ETE S 4 32 L

Konec dokumentu




	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

