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Sonda a primery pro kvantifikaci patogena Ramularia collo-cygni v pletivech jefmene

Oblast techniky

Reseni se tyk4 nové real-time PCR sondy a primerii pro detekci a kvantifikaci houbového pato-
gena Ramularia collo-cygni zejména v jeémeni, coZ mé4 vyznam v rostlinolékafstvi a motekularni
biologii.

Dosavadni stav techniky

Patogen Ramularia collo-cygni (Sutton & Waller) je houbovy patogen, ktery napadé jamni i
ozimy jelmen a zpusobuje onemocnén{ s ndzvem Endofytick4 tmavohn&d4 skvrnitost je¢mene
projevujici se nekrotickymi skvrnami na listech. Choroba byvé oznadovéna jako ,;novéd™ a to z
divodu jejiho relativng nedivného znovuobjeveni. Vyskyt této choroby byl zaznamenan jiz v
nékolika zemich jako napiiklad Rakousko (1987), Svycarsko (1988), Némecko (1998), Novy
Zéland (2000), Jizni Amerika (2002), Skotsko (2002), Francie (2003), Norsko (2004), Irsko
(2004), Dénsko (2006), Svédsko (2006), ale také Cesk4 republika (jiz v roce 1998) a Slovensko
(2008). PfestoZe byl piivodce objeven pied vice neZ 100 lety (1893), tehdy znédm jako Ophio-
cladium hordei, viiny zajem fytopatologii o n&j se datuje teprve od 80. let minulého stoleti, kdyz
byl identifikovén jako piivodce nové choroby je¢mene v Rakousku (1987). Sutton a Waller
(1988) revidovali jeho taxonomické zafazeni a piejmenovali jej na Ramularia collo-cygni.
Nekrotické skvmy na listech je¢mene se objevuji obvykle v obdobi ristovych faz{f BBCH 39-61
a nésledné vymosové ztraty zpiisobené chorobou se pohybuji v rozmezi 15 a 25 %. Dochéz{ také
ke sniZeni kvality zma, coZ je vyznamné zejména u sladovnickych jeémenii. Zavaznost choroby
spo¢iva ve velmi rychlém rozvoji skvrnitosti za G&asti toxind, které mohou zpiisobit odumfent
listd b¢hem 12 dnii. Patogen Ramularia collo-cygni je obtiZné rozlilitelny od dal3ich listovych
skvrnitosti zpisobenych bud’ abiotickymi faktory nebo jingmi houbovymi parazity zejména,
Cochliobolus sativus nebo Pyrenophora teres f. maculata.

Real-time PCR je metoda molekulémni biologie umoZiujici rychlou, citlivou a spolehlivou detek-
ci a kvantifikaci specifického iseku DNA. Je dileZitym nastrojem pro detekei patogennich orga-
nismd. V poslednich letech nabyvaji metody molekulérni biologie v rostlinolékafstvi velkého
vyznamu, Princip diagnostiky rostlinnych patogend pomoci standardni PCR je popsén v literatu-
fe, napf. (Henson a French, 1993, Annu. Rev. Phytopathol. ,,The polymerase chain reaction and
plant disease diagnostics.” nebo Ward et al., Ann. App. Biol, 2004, ,,Plant pathogen diagnostics:
immunological and nucleic acid-based approaches. nebo Atkins a Clark, J. App. Genet, 2004,
~rungal molecular diagnostics: a mini review.“ nebo Lévesque, Can, J. Plant Pathol, 2001,
»Molecular methods for detection of plant pathogens - What is the future?). MoZnost kvantifi-
kace patogena ve tkénich hostitele zvyhodiiuje metodu real-time PCR oproti metod4m ostatnim.
Princip pouZiti real-time PCR v diagnostice rostlinnych patogend je popsan v literatufe, napf.
(Norman et al. 2002, Can. J. Plant Pathol., ,Real-time PCR and its application for rapid plant
disease diagnostics. nebo Schena er al., 2004, Eur. J. Plant Pathol., ,Real-time PCR: a new
technology to detect and study phytopathogenic and antagonisti fungi.“).

Pfesnd a v¥asné diagnostika patogena mé velky vyznam v systému ochrany polnich plodin. Kla-
sické metody diagnostiky jako vizudln{ hodnoceni symptomii, mikroskopické &i kultivadni meto-
dy maji mnohdy limitované moZnosti. V&tiina standardnich diagnostickych metod neumoziiuje
exaktni kvantifikaci patogena. ObtiZnost identifikace a stanoveni rozsahu &i intenzity podiéh4 do
znaéné miry subjektivnimu nahledu hodnotitele. Vn&j&i ptiznaky (symptomy) choroby se mohou
pfekryvat, obzvlast' v piipadé infekce vice patogeny soudasné. Pfiznaky mohou byt znaéng varia-
bilni nebo se nemusi vilbec vyskytovat. Pfi mikroskopickém vySetfeni se hodnoti vét¥inou mor-
fologie konidii €i spor, které se vyznauji také urditou mirou variability. Mikroskopickd metoda
klade obzv143t’ vysoké ndroky na erudici, zkuSenosti a taxonomické znalosti fytopatologa. Kulti-
valni techniky zase mohou zvolenym Zivnym médiem preferovat nékteré druhy patogend, kterym
dané médium 1épe vyhovuje a to miZe byt pfitinou neptesné diagnézy, navic je tato metoda &a-
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sové nirodni. S objevem polymerdzové fetézové reakce (PCR) (Mullis a Floona, Methods
Enzymol, 1987, ,Specific synthesys of DNA in vitro via a polymerase-catalyzed chain reacti-
on.“} je postupné vyuivino molekuldrnich metod i v diagnostice patogenii. Vyhodou je citlivost,
presnost s vysledkem analyzy v relativné kratkém &ase. Diagnostiku miZe provadét personal bez
znalosti taxonomie, ktery zvlad4 pouze standardn{ molekulirni techniky.

K diagnostice listovych skvnitosti jemene jsou vyuZivény riizné molekularni techniky vyuZiva-
né. Byly publikovany primery k diagnostice listovych patogeni je¢mene: Pyrenophora teres
(Leisova et al., J. Phytopathology, 2005, ,,Genetic diversity of Pyrenophora teres isolates as de-
tected by AFLP analysis.”), Rhynshosporium secalis (Lee et al., Plant disease, 2001, A PCR-
based assay to detect Rhynchosporium secalis in barley seed.”), Také jiZ byly publikoviny meto-
dy vyuXivajici real-time PCR diagnostiku u Pyrenophora teres (LeiSové et al., 2006, Journal of
Microbiological Methods, ,,Quantification of Pyrenophora teres in infected barley leaves using
real-time PCR“) Pyrenophora graminea (Justsen et al., 2008, Eur. J. Plant Pathol., Quantifi-
cation of Pyrenophora graminea in barley seed using real-time PCR) Rhynchosporium secalis
(Fountaine et al., 2007, Phytopathology, ,,Application of Real-Time and Multiplex Polymerase
Chain Reaction Assays to Study Leaf Blotch Epidemics in Barley*). Byly také vyvinuty a publi-
kovény dv& metody detekce Ramularia collo-cygni za pouZit{ jednak 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 et al., 2007, J. Phytopathology, ,,Direct-PCR detection and
epidemiology of Ramularia collo-cygni associated with barely necrotic leaf spots.”). Ob& tyto
metody viak poskytuji pouze kvalitativni stanoveni, ale neumoZituji kvantifikovat mnoZstvi
DNA patogena R. collo-cygni.

Podstata technického feseni

V¥ie uvedené nedostatky odstrafiuje sonda a primery pro kvantifikaci patogena Ramuiaria collo-
cygni v pletivech jeémene, podle technického Fedeni, jehoZ podstata spoéiva v tom, Ze je prova-
déna metodou Real-time PCR, a specifické sloZeni sondy je

RccSON (SEQ ID NO: 1) CTCGCTTGGTATTGGGCGTC
a primeri

Recjl-F (SEQ ID NO: 2) GAGCGTCATTTCACCACTCAAG
Reej3-R (SEQ ID NO: 3) GAGGCGCGCGAGAGACT,

které umoZni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 63 bp.

Podstatou technického fedeni je sonda (TaqMan) pro real-time PCR a oligonukleotidové primery,
které byly navrfeny ve specifickych oblastech ribozomalni DNA 5,85 rRNA a ITS2 patogena R.
collo-cygni. Metoda real-time PCR se sondou [RccSON (SEQ ID NO: 1)] a primery [Recjl-F
(SEQ ID NO: 2) a Recj3-R (SEQ ID NO: 3)] podle technického fe$eni umoZni amplifikaci frag-
mentu patogena o velikosti 63 bp a kvantifikaci vychoziho mnoZstvi DNA patogena diky fluores-
cenéné znadené sondé, kterd hybridizuje k amplifikované cilové sekvenci.

Dale je nutné vysvétlit definice nékterych pouZitych pojmi:

Pojem DNA

Molekula DNA je uzpuisobena pro uchovavéani a kopirovani genetické informace. DNA je tvofe-
na dvéma fetdzci. V ka¥dém fetézci se sti{d4 pétiuhlikovy cukr deoxyribéza se zbytkem kyseliny
fosforetné (tzv. fosfitem). Na deoxyrib6zu je po strané pfipojena heterocyklicka sloutenina, tzv.
béze. Na misté béze se mohou v DNA vyskytnout &tyfi rizné heterocyklické sloueniny. Dvé& z
nich jsou odvozeny od struktury purinu - adenin (A) a guanin (G) - a dv& od pyrimidinu - thymin
(T) a cytosin (C). Trojice deoxyribbza-zbytek kys. fosforetné-baze, tzv. nukleotid, tvofi zakladni
jednotku (monomer) DNA. ProtoZe na misté baze se mohou vyskytovat &tyfi mizné molekuly
(A, T, G nebo C), existuji i &tyfi rizné zékladni stavebni jednotky (nukleotidy) - deoxyadenosin-
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fosfat, deoxytymidinfosfat, deoxyguanosinfosfét a deoxycytidinfosfat. Genetick4 informace je v
DNA zapséna v pofadi bazi.

Pojem cilova sekvence
Znamena isek DNA, ktery mé byt amplifikovan, detekovan &i jinak analyzovin.

Pojem primery

Jsou to kritké oligonukleotidy (cca 20 nukleotidil), které se péruji s templétovou DNA na podat-
ku a na konci amplifikovaného fragmentu, ka2dy s jinym vldknem piivodni dvoufetézcové mole-
kuly DNA. Tvofi po¢étek pro zahdjeni syntézy potynukleotidového Fetdzce. Unikatni kombinace
nukleotidd primeru ma za nasledek amplifikaci pouze poZadované sekvence DNA.

Pojem real-time PCR sonda

Jedna se o kratky oligonukleotid (cca 25 a2 30 nukleotidii), ktery hybridizuje s cilovou sekvenci
uvnitf amplifikovaného regionu. Sonda s oznadenim TagMan je fluorescenéné znadend na 5
konci tzv. reportérem (fluorochrome) a na 3" konci tzv. zh4Sedem (quencher). V ptipadg, Ze am-
plifikace neprobiha, je reportérem vyzafovand energie pohlcovana zhasedem. V pHpadé amplifi-
kace dojde k rozitépeni této sondy, reportér se dostane z dosahu zh&See a uvolnény fluo-
rescentni signil je snimdn a méfen v ka?dém cyklu reakce CCD kamerou a na tomto zékladé je
odvozeno mnoZstvi templatové DNA.

Pojem amplifikace a PCR

Amplifikace DNA je zvySovani pottu kopif molekul DNA v laboratornich podminkich. PCR -
(Polymerase chain reaction) polymerizové fetézové reakce je proces, pfi kterém dochazi k am-
plifikaci DNA. Tento proces probihé ve tfech krocich: 1. teplotni denaturace DNA (dojde k
uvolnéni vodikovych mistki a dvousroubovice dSDNA se rozpadne na dvé samostatna vldkna
ssDNA), 2. annealing &ili nasednuti primeri na templétovou ssDNA a 3. elongace &ili prodluzo-
vani nové vznikajictho fetézce pomoci enzymu DNA-dependentni DNA polymerazy. Odtud tedy
nazev polymerazovd fet€zova reakce. Tento tfistupfiovy proces se opakuje cca 30 aZ 40x. B&#né
techniky molekularn{ biologie jsou vysvétleny v literatufe napf. Sambrook et al., 2001, Molecu-
lar clonig - a laboratory manual L, 1L, ITI,

Pojem real-time PCR

Real-time PCR je metoda molekuldrni biologie umoZiujici rychlou, citlivou a spolehlivou detek-
ci a kvantifikaci specifického Gseku DNA, Je dileZitym nastrojem pro detekci patogennich orga-
nismd. Real-time PCR je zaloZena na sledovini priibhu polymerazové fetézové reakce v priib&-
hu reakce (tzv. v redlném ¢ase - odtud nazev real-time) pomoci fluorescenénich sond, které dete-
kuji mnoZstvi PCR produktu béhem reakce zvy¥enim své fluorescenéni aktivity. Vyhodou real-
time PCR oproti standardni PCR je umonéni piesného stanoveni vychoziho poétu kopif cilové
templatové sekvence DNA, tedy schopnost kvantifikace. Béhem ka?dého cyklu PCR se méH
fluorescence a jeji intenzita je iméma mnoZstvi amplifikatu pfitomného v reakéni smési.

Pivodci technického feSenf byla ispé¥né prokdzéna specifick4 reakce primerti a sondy podle
technického feSeni s DNA patogena a v nésledujicich tabulkich jsou shrnuty vysledky jejich
mé&eni, kieré bylo provadéno v Ceské republice v Agrotestu fyto, s.r.0. v KroméfiZi a ve
Vyzkumném ustavu rostlinné vyroby, v.v.i. v Praze, dile na Slovensku v Centru v{skumu rast-
linnéj vyroby Piestany,

Niésledné piiklady provedeni technické feSeni pouze doklidaji, ani# by ho jakkoliv omezovaly.
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Piiklady provedeni
Vysledky viech méfeni jsou souhrné uvedeny v pfiloZenych Tabulkéch 1 aZ 8 a na obrazku 1.

Piiklad 1

Potvrzeni spolehlivosti a specifity primerii SEQ ID: 2 a SEQ ID: 3 na souboru izolatl R. collo-
cygni a vybranych patogenii obilovin

Izolaty Ramularia collo-cygni byly izolovany z listh je¢mene nashromé¥déného z izemi CR a
SR. Navic byly pfi praci pouZity izolaty pochézejici ze Svycarska, které poskytl Dr. Frei
(Agroscope, RAC Changins, Nyon, Switzerland) a Skotska, které poskytl Dr. Havis (Crop and
Soil Research Group, Scottish Agricultural College, UK) (Tabulka 1). Soudstf experimentu bylo
vyloudeni fale¥né pozitivnich vysledkd, proto byly do reakce zahrnuty vzorky obsahujici DNA
houbovych patogenil potencilng se vyskytujicich na jetmeni. Kultury hub byly uchovévény 4
tydny na Petriho miskéch s PDA agarem v inkubétoru pri 20 °C.

Mycelium bylo Spachtli sejmuto a drceno v porcelanovych tfecich miskich v prostfedi tekutého
dusiku. DNA byla extrahovina pomoci soupravy DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen).

PCR probé&hla v uvedené reakéni smési za uvedenych reak&nich podminek (Tabulky 2 a 3).
Zéavér méfeni:

Vzorky obsahujici DNA patogena R. collo-cygni se po PCR s primery (SEQ ID: 2) a (SEQ ID: 3)
za uvedenych reakénich podminek vyznadovaly pozitivni odezvou, tj. prouzkem (bandem) na
gelu o velikosti 63 bp, u ostatnich testovanych druhi nebyl cilovy fragment amplifikovan.

Priklad 2

Ovéteni funkénosti a spolehlivosti sondy SEQ ID: 1 a primeri SEQ ID: 2 a SEQ ID: 3 na biolo-
gickém materidlu (izoldty Ramularia collo-cygni rizného piivodu, listy je¢mene zdravé a s pfiro-
zenou a umélou infekei patogenem R. collo-cygni a semena jeCmene zdravé a s pfirozenou infek-
ci R. collo-cygni)

[zolaty Ramularia collo-cygni byly izolovény z listi jeCmene z tzem{ CR a SR. Kultury R. collo-
cygni byly uchovavany 4 tydny na Petriho miskach s PDA agarem v inkubétoru pfi 20 °C. Listy
je¢mene byly infikoviny ve sklenikovych podminkich. Déle byly do experimentu zafazeny
vzorky listi z pfirozen# infikovanych porosti a zdravé listy z kontrolnich variant bez infekce pro
ovéfenf spravnosti reakce. Dile byly do experimentu zahrnuty vzorky semen s pfirozenou infekei
a kontrolni vzorky zdravych semen bez infekce (Tabulka 4).

Mycelium houbovych kultur bylo $pachtli sejmuto a rozdrceno v porcelanovych tfecich miskach
v prostiedi tekutého dusiku, taktéZ listy i semena. DNA byla extrahovdna pomoct soupravy
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a to jak houbové mycelium, tak 1 rostlinné vzorky.

PCR probéhla v uvedené reakéni smési za uvedenych reakénich podminek (Tabulky 7 a 8).
Zavér méfeni:

M¥eni prokézalo dobrou funkénost nové sondy {RecSON (SEQ ID NO: 1)] a primerd [Recjl-F
(SEQ ID NO: 2) a Recj3-R (SEQ ID NO: 3)], které byly schopny prokézat piitomnost DNA pa-
togena R. collo-cygni v infikovaném biologickém materiélu s detekovatelnou mirou patogena v
pletivu a naopak netvofit pozitivni odezvu v pfipad® zdravého rostlinného pletiva (Tabulka 4).
Metoda umo?nila kvantifikovat mnoZstvi DNA patogena R. collo-cygni ve vzorcich listl a semen
jeémene s riiznou mirou napadent (Tabulky 5 a 6).
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Tabulka 1

Seznam izol4ts houbovych patogeni pouzitych v PCR reakei
C. | Izolat Reakce | C. | Izolat Reakce
| | Drechslera tritici-repentis (SVK1) - 11 | Septoria tritici (CZ) -
2 | D. tritici-repentis (SVK2) - 12 | 8. tritici (USA) -
3 | D. tritici-repentis (FIN) - 13 | Stagonospora nodorum (SVK) -
4 | Pyrenophora graminae (AUS) - 14 | S. nodorum (FIN) -
5 | P teres (CZ) - 15 | Rhynchosporium secalis (SVK) -
6 | P teres (SVK) - 16 | R. secalis (NOR1) -
7 | Ramularia collo-cygni (CH) + 17 | R. secalis (NOR2) -
8 | R collo-cygni (GB) + 18 | Fusarium graminearum (CZ) -
9 | R collo-cyemi (CZ) + 19 | F. culmorum (CZ) -
10 | R collo-cygni (SVK) + 20 | F. avenaceum (CZ) -

Pozitivni vysledek reakce vyznaCujici se amplifikaci cilové DNA je oznaden znaménkem +

5 (plus), negativni odezva znaménkem - (minus); zkratky za ndzvy houbovych druhii oznadujf
misto piivodu: CZ - Ceské republika, SVK- Slovenské Republika, FIN - Finsko, AUS - Rakous-
ko, CH - Svycarsko, GB - Velk4 Britdnie (v tomto ptipad® konkrétng Skotsko), NOR - Norsko,
USA - Spojené Staty Americké.

Tabulka 2
10 Reakénf smés v celkovém objemu 25 pl

Chemikilie Konednd koncentrace Objem
voda 17,6 pul
10 mM dNTP 0,2 mM 0,5 ul
50 mM MgCl, 3,0 mM 1,5 ul
10 x PCR Pufr
200 mM Tris-HC1 1x 2,5ul
500 mM KCl1
10 pM Primer SEQ ID: 2 0,4 uM 1,0 ul
10 pM Primer SEQ ID: 3 04 WM 1,0 ul
5 U/1 i Taq Polymeraza 20 0,4 pl
DNA vzorku 1-10ng 0,5 ul
Celkem - 25,0 M

Tabulka 3

Reak¢&ni podminky zvolené p¥i PCR

! Kroky reakce Teplota {°C] Cas [s/min] Poéet cyklit
ivodni denaturace 95 3 min 1
denaturace 94 20s 35
annealing 63 20s 35
elongace 72 60s 35
zavéretnd elongace 72 3 min 1
uchovéani 10 do vyzvednut{
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Tabulka 4
Seznam testovaného biologického materidlu pro real-time PCR
. | Izolat/genotyp/lokalita | Materid] | Reakee C. | Izolit/genotyp/lokalita | Material | Reakee
1 | Rec Kroméfi¥ 1-08 mycelium + 22 | Rec Viglad-Pstruda 08 mycelium +
2 | Rec KrométiZ 2-08 mycelium + 23 | Rec 07-32-CH mycelium +
3 | Rec Krométiz 3-08 mycelium + 24 | Ree 07-24-CH mycelium +
4 | Rec Krométiz 4-08 mycelium + 25 | Rec 07-12-CH mycelium +
5 | Ree Krom&H2 5-08 mycelium + 26 | Rec 7B28-GB mycelivin +
6 | Rec KroméHZ 6-08 mycelium + 27 | Rec 7B57-GB mycelium +
7 | Rec Krométiz 7-08 mycelium + 28 | SK 6225-12-05 K list*** -
8 | VigPa¥-Pstruia 07 list* + 29 | Aurak ligt¥** -
9 | Viglad-Pstrusa 06 list* + |30 | BojosK semeno’ +
10 | Kalné nad Hronom 04 list* + [ 31 ] TolarK semeno’ -
11 | Velky Krti§ 04 list* + 32 [ MalzK semeno’ -
12 | Aura list** + | 33 | Sebastin K semeno’ -
13 | Ezer list** + 34 | Boios semeno’’ -
14 | EzerK list*** - 135 [ Tolar semenc'' | +
15 | Nitran list** - 36 Malz semeno’’ | +
16 | Punto K list*** - | 37 | Sebastian semeno’’ | +
17 | Punto list** - 38 | Scarlet semeno’’ +
18 | SK 6225-15-05 list** + | 39 [ Prestige semeno' |+
19 | SK 6339 list** + 40 | Diplom semeno’ +
20 | Nitran K list*** - |41} Jersey semeno | +
21 | SK6339K list*** - 42 | voda - kontrolni vzorek voda -

Ree - R. collo-cygni izolét; list* - pfirozen# infikovany suchy list z polnich podminek; list** -
uméle infikovany list ze sklenfkovych podminek; list*** - kontrola bez infekce; semeno' - kont-

rola bez infekce; semeno't - pfirozené infikované semeno z polnich podminek.

Pozitivni vysledek reakce vyzmatujici se amplifikaci cilové DNA je oznalen znaménkem +

(plus), negativni odezva znaménkem - (minus).

Cislovén{ vzorki v Tabulce 4 odpovida islovani vzorki na obrazku 1.

Tabulka 5

Kvantifikace DNA R. collo-cygni v listech odrid jeémene po umélé infekei a bez infekce pomoci
nové sondy [RecSON (SEQ ID NO: 1)] a primert [Recjl-F (SEQ ID NO: 2) a Recj3-R (SEQ ID

NO: 3)]

Odrida Mnozstvi DNA R.collo-cygni (pg 100 ng)*
Ezer 10,920
Punto 2,828
Nitran 1,576
Aura 34,160
SK 6339 15,68
SK 6225-12-05 5,480
EzerK PDL
Punto 5 PDL
Nitran K PDL
AuraK PDL
SK 6339K PDL
SK 6225-12-05 K PDL

PDL pod detekovanym limitem; K - zdravé kontrola bez umélé infekee R. collo-cygni;
* _ mnoZstvi DNA R. collo-cygni (pg) ve 100 ng celkové DNA.
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Kvantifikace DNA Ramularie collo-cygni v semenech a suchych listech je¢mene ptirozené infi-
kovanych R. collo-cygni a semenech bez infekce pomoei nové sondy [RecSON (SEQ ID NO: 1)]
a primeni [Recj1-F (SEQ ID NO: 2) a Recj3-R (SEQ ID NO: 3)]

Odrida/lokalita Mnozstvi R.collo-cygni (pg 100 ng™)*
Bojos K** PDL
Tolar K** PDL
Malz K** PDL
Sebastian K** PDL
Bojos ** 1,616
Tolar ** 3,548
Malz ** PDL
Sebastian ** 1,296
Scarlet ** 11,440
Prestige ** 5,320
Diplom ** 9,000
Jersey ** 6,560
Viglag-Pstruia 077 4549 440
VigPa$-Pstruda 06" 1179,800
Kalna nad Hronom 0477 246,360
Velky Krtis 04" 33,080

PDL pod detekovatelnym limitem; K - zdravéd kontrola bez umélé infekce R. collo-cygni;
* - mnoistvi DNA R. collo-cygni (pg) v 100 ng celkové DNA; ** - vzorky semen; ' - vzorky

suchych listd.

Tabulka 7

Reakéni smés v celkovém objemu 25 p pro real-time PCR
Chemikilie Koneéna koncentrace | Objem
Voda - 5 ,0 l-"l
TaqMan Universal PCR
Master Mix, No AmpErase - 12,5
UNG
1uM sonda SEQID: 1 200 nM 50ul
10 uM sonda SEQ ID: 2 300 nM 0,75 ul
10 uM sonda SEQ ID: 3 300 nM 0,75l
DNA vzorku 25 ng 1,0 ul
Celkem - 25,0

Tabulka 8§

Reak¢ni podminky real-time PCR.
Kroky reakce Teplota [°C] | Cas [s/min] Potet cykld
tvodni denaturace 95 10 min 1
denaturace 95 155 40
annealing 60 60 s 40
uchovéni 10 do vyzvednuti -

Hodnoty Ct pro kaZdou reakci byly vyhodnocovany sekvenaénim detekénim software s nastave-
nou prahovou hodnotou ARn (fluorescence) na 0,2 jednotky.
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Primyslovéa vyuZitelnost

Nové real-time PCR sonda [RccSON (SEQ ID NO: 1)] a primery [Recjl-F (SEQ ID NO: 2} a
Recj3-R (SEQ ID NO: 3)} maji vyuZiti v rostlinolékafstvi pfi diagnostice patogena Ramularia
collo-cygni, co umoZni cilenou volbu ti¢inné ochrany zejména u jedmene.

NAROKY NA OCHRANU

1. Sonda a primery pro kvantifikaci houbového patogena Ramularia collo-cygni v pletivech
jetmene, metodou Real-time PCR, o sloZeni sondy

RccSON (SEQ ID NO: 1) CTCGCTTGGTATTGGGCGTC
a primeri

Recj1-F (SEQ ID NO: 2) GAGCGTCATTTCACCACTCAAG
Recj3-R (SEQ ID NO: 3) GAGGCGCGCGAGAGACT,

které umoZni amplifikaci fragmentu patogena o velikosti 63 bp.

1 vykres
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Obr. 1

5 4 3 2 1 L

21 20- 19 16171016~ 14-13-12. 11 10 @ &8 7 B
- : AR

Obr. 1

Elektoroforeogram reakce s primery SEQ ID: 2 a SEQ ID: 3 testovanych na
biclogickém materidlu &islovani vzorkd 1 aZ 42 viz. Tabulka 4, kdy vysledkem je
fragment o velikosti 63 bp (Pozn.: L — 25 bp marker)

Konec dokumentu
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