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Metody molekularni biologie nachazeji siroké uplatnéni v mno-
ha védnich oborech a v poslednich letech jsou hojné vyuzivany
i v zemédélskem vyzkumu. Lze je efektivné vyuzit i ve fytopato-
logii a to jak k pfesné diagnostice patogend, tak i k jejich podrob-
nému studiu. Samostatnou kapitolou je Slechténi kulturnich plo-
din na rezistenci viacéi patogenum za pouZiti molekularnich
markert (MAS, marker assisted selection). V nasledujicim textu
bych se rad vénoval jednak diagnostice patogent pomoci mole-
kularnich technik, jak jsou provadény v laboratofi Zemédélského
vyzkumného Ustavu v Kromé&fizi a také vyuzitim téchto postupu
pfi charakterizaci fuzarii produkujicich mykotoxiny.

Obecny princip uplatnéni téchto modernich metod v rostlino-
|ékaFské diagnostice je zaloZzen na polymorfismu nukleovych
kyselin. DNA markery mohou byt pouZity k identifikaci patogent
kultivovanych v umélych podminkéch na Petriho miskach nebo
ptimo v napadené rostliné. V\yhodou téchto metod je jejich citli-
vost a presnost. UmoZriuji detekovat pfitomnost Skodliveho orga-
nismu jesté pred jeho expanzi. K pfesné determinaci patogena
neni nutnd jeho ¢asové naro¢na kultivace. Navic nékteré taxony
mohou byt pfi pouZiti metod zalozenych na kultivaci pouzitym
médiem a kultivacnimi podminkami zvyhodnény a u jinych je kul-
tivace nanejvys obtiZzna.

Laboratof molekularni biologie v Zemédélském vyzkumnem
ustavu v Kroméfizi byla uvedena do provozu na podzim minulé-
ho roku. Od té doby se ndm podafilo optimalizovat metodiky
identifikace nékolika puvodcu zavaznych chorob obilovin a na
dalSich intenzivné pracujeme. Nezbytnou soucéasti této innosti
je vytvoreni kolekce pozitivnich kontrol, tedy referen¢nich vzor-
kU, které slouzi k potvrzeni spravného prabeéhu PCR (polymera-
zové retézové reakce). K tomuto Ucelu slouZi sbirka houbovych
patogentl na Oddéleni ochrany rostlin a agrotechniky ZVU obsa-
hujici zakladni kultury fytopatogennich hub. Napadeni rostlin cho-
robami diagnostikujeme napt. v segmentech stébel, kofenech,
listech, zrnu, mouce a sladu. Prvnim krokem u téchto postupt je
dukladna homogenizace vzorku, po té nasleduje rozdrceni tka-
né v tekutém dusiku a purifikace genomové DNA odstranénim
lipidd, proteind, polysacharid(, zbytk( buné&&nych stén a orga-

nel. V polymerazove fetézové reakci je DNA vzorku za pfitom-
nosti druhové specifickych primert amplifikovana (namnozena).
Vzorek je po PCR nanesen do agarozového gelu obarveného
ethidium bromidem a vloZen do elektrického pole. Zaporné nabi-
ta DNA migruje ke kladnému polu a jeji fragmenty se separuji dle
velikosti. Vizualizace produktu je poté provedena pod UV zére-
nim.

Praktické vyuziti téchto metod bych rad demonstroval na néko-
lika pfikladech. Prvnim z nich je diagnostika pravého stéblolamu
zpUsobovaného dvéma patogeny Oculimacula yallundae a O.
acuformis. K u¢innému zvladnuti tohoto onemocnéni pSenice je
dulezita v€asna diagnostika. Rozpoznat skutec¢ného plvodce
chorob pat stébel v rustové fazi prvniho kolénka, tedy v dobé kte-
ra je pro provedeni ochranného opatfeni kli¢ova, je velmi kom-
plikované. Baze stébla mlzZe byt totiZ kromé stéblolamu koloni-
zovana celou fadou hub jako napf. £ graminearum, F. culmorum,
F. poae, F. avenaceum, Microdochium nivale nebo Rhizoctonia
cerealis. PouZitim druhoveé specifickych primer(, v tomto pfipa-
dé Ty16F/Ty16R a Ta0O5F/Ta05R (Nicholson et al. 1997), je ampli-
fikovan fragment o velikosti 1.05kb pro O. yallundae a fragment
o velikosti 0.33 kb pro O. acuformis.

Na obrazku 1 vidime zjednodu$ené schéma znazornuijici vyse
popsany postup pfi identifikaci jednotlivych druht hub v rostlin-
né tkani. Na fotografii gelu po elektroforéze mizeme vidét dva
pozitivni signdly, pfi¢emz vzorek €. 2 s fragmentem o velikosti
0.33 kb odpovida O. acuformis a vzorek &. 5 s fragmentem o veli-
kosti 1.05 kb odpovida O. yallundae. Ostatni vzorky jsou z hle-
diska pfitomnosti Oculimacula spp. hodnoceny jako negativni
(Obr. 1).

Druhym praktickym pfikladem vyuZiti molekularnich metod je
rozliSeni fuzarii z hlediska schopnosti produkovat mykotoxiny ze
skupiny trichothecent. F. graminearum a F. culmorum jsou nej-
zavaznéjsi puvodci klasovych fuzariéz u nds, ktefi se z hlediska
produkce trichothecenovych mykotoxint deoxynivalenolu (DON)
a nivalenolu (NIV) déli na dva chemotypy. Nivalenol je latka velmi
vyrazné toxi¢téjdi nezli deoxynivalenol, proto muze byt informa-
ce o schopnosti konkrétniho kmenu fuzaria zajimava.
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Obr. 1: Diagnostika stéblolamu molekularnimi metodami (foto autor)
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Tab. 1 Primery pouZité pfi analyze izolatt Fusarium culmorum a F. graminearum

€. Druh (ptvod) Tri5 Ti13NIV  Tri13DON  Tri7NIV  Tri7DON MinusTri7DON  Mykotoxin
1 F. culmorum (Kroméfiz) - - + - - 4 DON
2 F. culmorum (Praha) - - + - - 5, DON
3 F. culmorum (Brno) + - + - - + DON
4 F graminearum (Kroméfiz) + a + - + DON
5 F. graminearum (Praha) + - + - + = DON
6 F. graminearum (Brno) + - + - E + DON

7 Negativni kontrola = =

Pozn.: + pozitivni signal na gelu, - negativni odezva

V tabulce 1 je pfehled analyzovanych vzork(l s oznacenim
jejich plvodu. Také jsou zde jednotlivé pouZité primery
a znaménkem +/- zaznamendan vysledek PCR. Na zakladé
znalosti uplatnéni jednotlivych genl pfi biosyntéze tricho-
thecenl, muzeme spolehlivé rozeznat kmeny schopné produkce
trichothecenl a jejich prevazujici chemotyp. Gen Tri5 je zodpo-
védny za prvni krok v syntéze trichothecenu, protoZe kéduje
enzym katalyzujici pfeménu farnesyl pyrofosfati na trichodieny.
Tento gen byl pfitomen u viech Sesti sledovanych vzorkd, které
jsou tudiz schopné produkovat trichotheceny (Obr. 2). Dal3i krok
analyz byl zaméfen na geny Tri7 a Tri13, které jsou dlleZité pro
syntézu nivalenolu. V pfipadé, Ze jsou tyto geny nefunkéni,
mlzZeme s jistotou prohlasit, Ze sledované izolaty patfi do
deoxynivalenolového chemotypu, coZ bylo analyzou potvrzeno

(Tab. 1).

Vzorky 1-7 z fotografie odpovidaji Gdajum v tab. 1, pismenem
M je oznacen velikostni standard (DNA Ladder 100bp) (foto
autor).
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Obr. 2: Fotografie gelu po elektroforéze s produktem PCR.
Pouzité primery jsou zaméfeny, na tu &ast genomu fuzarii,
ktera je rozhoduijici pfi biosyntéze trichothecend.

Z téchto dvou pfiklad je zfejmé, Ze molekuléarni metody mohou
mit prakticky pfinos v rostlinolékarstvi. Moznosti dalsiho vyuziti
molekularné biologickych technik v nagem oboru je cela fada.
Napf. pomoci real-time PCR Ize kvantifikovat mnozstvi patogena
ve tkani a technikami DNA arrays Ize béhem jediné reakce dia-
gnostikovat celou paletu patogennich organismui. Molekularni
metody se vyznacuiji vysokou citlivosti a pfesnosti a pravdépo-
dobneé se s nimi budeme setkavat stéle gastéji. Vyzkum v této
oblasti méa velmi progresivni trend a da se predpokladat Getnéjsi
uplatiovani novych technologii i ve fytopatologii, tak jak se tomu
déje v ostatnich oborech lidské &innosti.
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