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ABsTRAKT: Detekce Fusarium langsethiae molekularnimi metodami

Fusarium langsethiae je dosud ptehlizeny mykotoxinogenni druh, vyskytujici se na
obilovindch. Tato houba byla dosud fidce zaznamenavana pomoci klasickych kultivacnich
mykologicko-mikrobiologickych metod, protoZze se vyznaCuje pomalejSim rastem nez jiné
druhy hub na agarovych zivnych médiich pii teploté 20-25°C, pfi které je inkubovan nejveétsi
pocet vzorkl.. Metodika dava presny pracovni postup pro detekci houby Fusarium langsethiae
v pletivech obilovin pomoci molekularnich metod. Metodika je zaloZzena na vyuziti
polymerazové fetézoveé reakce (PCR) s druhoveé specifickymi primery.

ABsTrACT: Detection of Fusarium langsethiae by molecular methods

Fusarium langsethiae is to date neglected mycotoxicogenic species occurring in cereals. Till
now this fungus has been recorded by means of conventional cultivation mycological methods
infrequently, because it is characterized by slower growth, than other fungal species, on agar
nutrient media at temperature 20-25°C, when the most of samples is cultivated. The protocol
provides a precision assay for detection of the fungus F. langsethiae in cereal tissues using
molecular methods. The procedure is based on the use of polymerase chain reaction (PCR) with
species-specific primers.

I) CiL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout piesny pracovni postup pro detekci druhu Fusarium langsethiae
v zrnech obilovin pomoci polymerazoveé fetézové reakce (PCR).

II) VLASTNI POPIS METODIKY

Uvop

Houby anamorfniho rodu Fusarium (teleomorfni rody Gibberella, Albonectria a
Haematonectria, Celed Nectriaceae, fad Hypocreales Sordariomycetidae, Sordariomycetes,
Ascomycota) patfi z hlediska zeméd€lstvi k nejvyznamnéjSim, protoze mohou zplsobovat
choroby rtznych hospodarsky vyznamnych rostlin, na prvnim misté¢ obilovin, ale také
produkovat mykotoxiny, které snizuji kvalitu nebo dokonce znehodnocuji n€které zemedélské
produkty. Nejvyznamnéjsi chorobou obilovin zptisobenou druhy z rodu Fusarium je fuzaridza
klasu (angl. Fusarium head blight = head scab = Fusarium ear blight = ear scab), jejiz vyvolani
je spojovano s nejméné 17 druhy ztohoto rodu. NejcCastéji jsou zaznamenavany druhy F
graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae a Microdochium nivale var. nivale a var.
majus (Kirk et al. 2008, Desjardins 2006, Parry ef al. 1995, Leonard et Bushnell 2003). Dnes je
jich znamo okolo 160 druhi a stale jsou rozpoznavany dalsi druhy (Kirk ef al. 2008, Leslie et
Summerell 2006). Toto je ptipad druhu Fusarium langsethiae Torp et Nirenberg, ktery byl
popsan v roce 2004 (Torp et Nirenberg 2004). Tento druh je blizky zéastupcim ze sekce
Sporotrichiella a to druhim F. poae, F. sporotrichioides a F. kyushuense, tedy druhiim které
vytvareji jednobunécné hyalinni kulovité nebo skoro kulovité konidie. Jednobunécné konidie
podobné tvofenym témito druhy vytvaii také druh F. tricinctum, ktery je také do této skupiny
tazen (Torp 2004, Torp et Nirenberg 2004).

Presnd detekce jednotlivych piivodct fuzarioz klasu a zejména stanoveni toxinogennich kmeni
je nutna jak pro pochopeni faktord podilejicich se na rozvoji onemocnéni a akumulaci toxini,
tak z hlediska ochrany rostlin a zdravi konzumentti. Mykologické urceni jednotlivych druht je
dosti obtizné a relativné Casové narocné, proto dosSlo v posledni dobé k rozvoji metod



zalozenych na polymerazové fetézové reakci (PCR). V sou€asné dobé jsou znamy druhové
specifické primery pro mnoho druhti rodu Fusarium.

MORFOLOGIE A FYZIOLOGIE FUSARIUM LANGSETHIAE A BLIZKYCH DRUHU

Pro druhové rozliSeni druhii zrodu Fusarium jsou nejvice pouzivany znaky zjisténé na
bramborovo—dextrosovém agaru (PDA, angl. potato dextrose agar), bramborovo-sachar6zovém
agaru (PSA, angl. potato sacharose agar), syntetickém nizko-zivinovém agaru (SNA, angl.
synthetic low-nutrient agar) a vodnim agaru s filtracnim papirem (angl. water agar with filter
paper). Kultivace probiha pii 25°C. Po ¢tyfech dnech ristu ve tmé je hodnocena velikost
vyrostlych kolonii a po 7 nebo 10 dnech jsou hodnoceny makromorfologické znaky kolonii.
Mikromorfologické znaky jsou hodnoceny u kolonii na SNA mediu nebo vodnim agaru
s filtratnim papirem inkubovanych pfi stiidani bilého a black light svétla (12 h/12 h) po 7 nebo
10 (ptip. 14) dnech (Leslie e Summerell 2006).

Fusarium langsethiae Torp and Nirenberg

Kolonie na PDA praskovitého vzhledu (dfive oznacovano jako praskovité F. poae), 15-26 mm
velké (po 4 dnech), zlutavé bilé, bil¢, razove bilé, svétle Cervené az syté Cervené. Revers
zlutavé bily, bezbarvy, rizové bily, svétle cerveny az syté Cerveny. Konidiogenni bunky
prevazné monofialidické, vyjimecné polyfialické nebo polyblastické, hyalinni, cylindrické
nebo lahvicovité, nékdy zahnuté, 9-15 pum x 3-5 pm velké. Konidie hyalinni, jednobunécné,
vyjimecné dvoubunécné, kulovité nebo skoro kulovité zuzujici se k jedné stran¢, 6-10 x 5-8,4
um. Chlamydospory se netvoii (Torp et Nirenberg 2004).

Tento druh 1 druhy F poae, F. sporotrichioides a F. kyushuense maji optimum ristu pfi
teplotach 25-28°C. Pii téchto teplotach i pii teploté 20°C roste druh F. langsethiae zhruba 2-
krat pomaleji nez jiné druhy. Zhruba stejné rychle rostou vSechny ¢tyfi druhy pii 10°C. 1 pii
teploté 15 °C je rozdil v ristové rychlosti mezi F. langsethiae a dal§imi tfemi zminénymi druhy
okolo 20% (Torp et Nirenberg 2004).

F. langsethiae produkuje trichotheceny diacetoxyscirpenol, T-2 toxin, HT-2 toxin, neosolaniol,
piibuzné derivaty T-2TR, T-2TE, culmoriny, enniatin B. Méné Castéji produkuje scirpentriol,
15-monoacetoxyscirpenol, enninatin B, a A; a vzadcné beauvericin. Neprodukuje nivalenol,
fusarenon-X a fusarin C a jeho derivaty (Thrane et al. 2004).

Druh F langsethiae byl dosud zjistén v Norsku, Dénsku, Rakousku, Holandsku, Anglii,
Slovensku i Ceské republice. Co se ty¢e hostitelskych rostlin, byl dosud zaznamenan na
pSenici, je¢meni a ovsu (Torp ef Nirenberg 2004).

Evidentn¢ se jedna o druh ptehlizeny avSak tento druh se vyskytuje s daleko vétsi Cetnosti nez
je dosud znamo. Pfic¢inou ptehlizeni tohoto druhu je jednak to, Ze byl popsan az v roce 2004 a
také, ze vytvairi pomalu rostouci kolonie, které mohou byt snadno pierostlé jinymi, rychleji
rostoucimi druhy a to nejen z rodu Fusarium. Pro zjisténi jeho pfitomnosti je vhodné inkubovat
vzorky zrn obili pii teplot€¢ 10 °C, kdy je vyrazné snizena i rychlost ristu jinych druhti hub.
Protoze patii k vyznamnym producenti mykotoxint, je tfeba detekovat tento druh pomoci
jinych nez mykologicko-mikrobiologickych kultiva¢nich metod nebo inkubaci na agarovych
zivnych médiich provadeét pii teploté 10-15°C. Detekce pomoci polymerazové fetézové reakce
(PCR) se specifickymi primery je jednim z nejvhodnéjsSich zptisobti zjiSténi piitomnosti tohoto
druhu v obilovinach, protoze je to metoda rychld v porovnani s klasickymi kultivacnimi
mykologicko-mikrobiologickymi metodami, a technicky a finanéné méné naro¢na v porovnani
s pouzitim nékterych jinych novéjsich molekularnich metod.



Obrazek €. 1: Fusarium langsethiae - fialidy a Obrazek €. 2: Fusarium langsethiae - fialidy
konidie a konidie

Obrazek &. 3: Fusarium langsethiae - konidie Obrazek C. 4: Fusarium langsethiae -
fialidy a konidie



Obrazek €. 5: Fusarium langsethiae - lic Obrazek €. 6: Fusarium langsethiae - rub kolonie
kolonie na bramborovo-dextrésovém agaru na bramborovo-dextrésovém agaru

Fusarium poae (Peck) Wollenw.

Kolonie na PDA flok6zni az ochmyiené, 36-48 mm velké (po 4 dnech), bilé, rizovobilé az
rizové. Revers zlutavy nebo nacervenaly. Konidiogenni buiiky pievazné monofialidicke,
hyalinni, cylindrické, nékdy zahnuté, 6-18 pum x 3 pm velké, tvoii se jednotlivé nebo
nahlouc¢en¢ na konidioforech. Konidie hyalinni, jednobunécné (vzacné dvoubunécné), kulovité,
skoro kulovité, hruskovité¢, 6-10 x 5,5-7,5 pum velké. Makrokonidie fidce, 3-4-bunécné,
hyalinni, slabé zakiivené, 18-38 x 3,8-7,0 um vznikaji na vzdusném myceliu. Chlamydospory
se netvoii (Leslie ez Summerell 2006, Domsch et al. 2007, Samson et al. 2004, Torp et
Nirenberg 2004).

Tento druh se vyskytuje Casto na bylindch a travindch vcetné obilovin zejména v mirném
pasmu. Je zndm 1 z pudy. Byl izolovan nejen v Evropé€ ale 1 Severni Americe. Je zndm jako
druh, vyskytujici se v souvislosti chorobou Fusarium head blight. V Ceské republice velmi
hojné zaznamendvan na rtiznych obilovinach (Leslie ez Summerell 2006, Domsch et al. 2007,
Samson et al. 2004).

F. poae produkuje tyto mykotoxiny: nivalenol, fusarenon-X, diacetoxyscirpenol, 15-
monoacetoxyscirpenol, scirpentriol, aurofusarin a fusarin C. V nékterych ptipadech produkuje
culmoriny, beauvericin, enniatiny B, B, a A, a vzacné byla zjisténa produkce T-2 toxinu, HT-2
toxinu a T-2TE toxinu. Neprodukuje T-2TR toxin (Thrane et al. 2004).



Obrazek &. 7: Fusarium poae - konidie Obrazek €. 8: Fusarium poae - fialidy se
vznikajicimi konidiemi

Obréazek ¢&. 9: Fusarium poae — rub kolonie na ~ Obrazek €. 10: Fusarium poae - lic kolonie na
bramborovo-dextrésovém agaru bramborovo-dextrésovém agaru

Fusarium sporotrichioides Sherb.

Kolonie na PDA flokézni az ochmytené, 41-48 mm velké (po 4 dnech), zpocatku bilé¢ nebo
svétle Cervené, pozdéji tmaveé Cervené, nachové nebo hnédavé. Revers Cerveny nebo zluty az
hnédavy. Konidiofory vétvené, Konidiogenni buniky polyfialické, hyalinni, 5-18 x 3,5-5 um
velké. Konidie hyalinni, dvou typt. Mikrokonidie jednobunécné, skoro kulovité (5-6 X 7 pm),
hruskovité nebo vietenovité, 6-11 x 3-4 pm velké. Makrokonidie 4-6 -bunécné, hyalinni, 21-47
x 3,6-5,3 um vznikaji na vzduSném myceliu nebo ve sporodochiich. Chlamydospory cetné,
interkalarni, kulovité, hnédavé, hladkosténné, 7-15 um (Leslie et Summerell 2006, Domsch et
al. 2007, Samson et al. 2004, Torp et Nirenberg 2004).

Tento druh je rozsifen v mirném pasmu a tropickém pasmu. Dosud byl izolovan nejen v Evropé
(vEetn& Ceské republiky), ale i Severni Americe, Indii, Blizkém Vychodu, Australii a zapadni
Africe. Nejcastéji je zaznamendvan v semenech obilovin. Je znam jako druh vyskytujici se



v souvislosti chorobou Fusarium head blight (Leslie et Summerell 2006, Domsch et al. 2007,
Samson et al. 2004).

U F. sporotrichioides byla zjisténa produkce mykotoxint T-2 toxin, HT-2 toxin, T-2TR toxin, T-
2TE toxin, neosolaniol, 15-MAS, enniatin B, beauvericin. Mén¢ Cast&ji produkuje scirpentriol,
enniatin B; a A, a vzdcné aurofusarin, culmoriny, fusarin C a chrysogin. Nebyla zjisténa
produkce nivalenolu a fusarenonu-X (Thrane et al. 2004).

Obrazek €. 11: Fusarium sporotrichioides -
témér vietenovité mikrokonidie a makrokonidie

Obrazek €. 12: Fusarium sporotrichioides: - lic Obrazek €. 13: Fusarium sporotrichioides -
kolonie na bramborovo-dextrésovém agaru témeér kulovité az hruskovité mikrokonidie.



Fusarium kyushuense O'Donnell & T. Aoki

Kolonie na PDA flokozni , okolo 36 mm velké (po 4 dnech), Zlutavé bilé, bil¢, rizove bilé,
svétle Cervené az Cervené. Revers bily, rizové bily, svétle Cerveny az syté Cerveny.
Konidiogenni buniky hyalinni, na vzdusném myceliu pfevazné holoblastické, n¢které fialidické,
n¢které sympodidlné proliferujici, do 50 um x 2,5-4,5 um. Sporodochidlni konidiogenni buiky
monofialidické, né¢které sympodialné proliferujici. Konidie ze vzdusného mycelia hyalinni, 1-4
(-6) - bunécné, téméf kulovité, elipsoidni az kyjovité, n¢které obvejcité, pifipadné vietenovité az
srpovité, 4-38 x 2,2-4,7 um. Chlamydospory se netvoii. Makrokonidie (konidie ze sporodochii)
(2-) 4-6 (-8) bunécné, srpovité az vietenovité 28-61 x 2,7-4,8 um (Aoki et O 'Donnell K 1998).
Tento druh je znam pouze z Japonska (Torp et Nirenberg 2004), v Ceské republice nebyl dosud
zaznamenan.

Dosud byla u kmenti F. kyushuense zjisténa produkce nasledujicich mykotoxinti: T-2 toxin,
nivalenol, 4-acetylnivalenol a dalsi trichotheceny obsahujici 8-keto skupinu (Desjardins 2006).

Fusarium tricinctum (Corda) Sacc.

Kolonie na PDA flokézni, 32-55 mm velké (po 4 dnech), ¢ervené, vinové az nachové. Revers
cerveny az vinovy. Konidiogenni buiikky monofialidické, hyalinni, cylindrické, 10-30 um x 2-3
um velké vznikaji samostatné nebo ve shluku na konidioforu. Konidie hyalinni, dvou typt.
Mikrokonidie jednobunééné, vyjimecné dvoubunécné, vietenovité, elipsoidni citronkovité nebo
hruskovité, 8-11 x (2,0-) 4,5-8,0 um velké. Makrokonidie 4-6 -bunécné, 24-50 x 3,2-4,5 pm
vznikaji ve sporodochiich. Chlamydospory se tvoifi vzacné (Leslie et Summerell 2006, Domsch
et al. 2007, Samson et al. 2004).

Tento druh je rozSifen v mirném a tropickém pasmu. Dosud byl izolovan nejen v Evropé
(véetné Ceské republiky), ale i Severni Americe, Indii, Australii a vychodni Africe. Je zndm
jako druh minoritné se vyskytujici v souvislosti chorobou Fusarium head blight (Leslie et
Summerell 2006, Domsch et al. 2007, Samson et al. 2004).

Dosud byla u kment F. tricinctum zjisténa produkce téchto mykotoxinti: acuminatum,
butenolide, chlamydosporol, rizné enniatiny, fusarin C a moniliformin. Nebyla zaznamenana
produkce beauvericinu nebo trichothecenii (Desjardins 2006).

Obrazek €. 14: Fusarium tricinctum - Obrazek €. 15: Fusarium tricinctum - lic
vietenovité a citrénkovité mikrokonidie kolonie na bramborovo-dextrésovém agaru
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Morfologické a fyziologické odliSeni Fusarium langsethiae od jinych druht

F. langsethiae je nejvice podobné druhlim F. poae a F. sporotrichioides. Druh F. tricinctum se
vyznacuje vyrazné citronkovitymi az hruSkovitymi mikrokonidiemi (obr. €. 14). F. langsethiae
ma mikrokonidie kulovité az skoro kulovité (obr. €. 1). V tomto znaku je podobny druhiim F.
poae a F. sporotrichioides. U druhu F. sporotrichioides se mikrokonidie tvoii na polyfialidach
nebo polyblastickych bunkéach, vyjime¢né na monofialidaich. U druhu F. langsethiae se
mikrokonidie tvofi na monofialidach a zcela vyjimecné polyfialidach. Mikrokonidie druhu F.
poae se tvori na monofialidich (obr. ¢. 8), tak jak tomu je u F. langsethiae. Druhy F.
langsethiae a F. poae se odlisuji v charakteru a rychlosti rastu kolonii. F. langsethiae ma
vyrazné praskovité kolonie a druh F. poae ma kolonie flokozni az ochmyiené. Kolonie F.
langsethiae pti teploté 25°C rostou rychlosti 3,7-6,5 mm za den, zatimco kolonie F. poae pii té
samé teploté rostou rychlosti 9,0-12,0 mm za den. Velmi podobnou rychlost riistu kolonii
vykazuji 1 kmeny F. sporotrichioides, které rostou rychlosti 10,3-12,0 mm za den a F
kyushuense, které je dosud znamo pouze z Japonska a které roste rychlosti okolo 10 mm za
den. F. kyushuense na rozdil od F. sporotrichioides nevytvaii chlamydospory.

DETEKCE FUSARIUM LANGSETHIAE MOLEKULARNIMI METODAMI

PRINCIP DIAGNOSTIKY

Fusarium langsethiae je detekovano v zrnech obilnin. Ze zrn obilnin je izolovéana celkovda DNA
obsahujici DNA F. langsethiae. Fragmenty DNA specifické pro F. langsethiae jsou namnoZeny
pomoci PCR. Produkty PCR jsou detekovany agarézovou elektroforézou a barvenim ethidium
bromidem.

METODIKA VYCHAZ{ Z LITERATURY

DNeasy Plant Handbook, 07/2006 (www.qiagen.com); Don et al., 1991, Nucleic Acid
Research, 19 (14): 4008; Parry a Nicholson, 1996, Plant Pathology, 45: 383-391; Wilson ef al.,
2004, FEMS Microbiology Letters, 233: 69-76

VYBAVENi LABORATORE A CHEMIKALIE

Pristroje
Centrifuga na zkumavky Eppendorf (1,5/2,0 ml, 20 000 g)
Mikrocentrifuga (PCR zkumavky)
Vyrobnik ledové tisté
pH metr
Vahy (0,0001 g)
Nadoba na tekuty dusik
Vodni lazeni nebo teplotni blok
Cykler pro PCR
UV transiluminator
Chladnicka (+ 4°C)
Mraznicka (- 20°C) (ptipadné hlubokomrazici box - 80°C)
Automatické mikropipety 0,5 - 10 pl, 2 - 20 ul, 20 - 200 pl a 200 - 1000 ul
Dvé samostatné sady mikropipet: jedna pro izolaci DNA a pro pipetovani produktii
PCR, druha pro pipetovani reak¢nich smési a pro pipetovani vzorki DNA
Horizontalni elektroforéza + zdroj elektrického proudu
Elektromagneticka vyhiivana michacka
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Mikrovinna trouba

Vortex (mikrotiepacka)
Fotodokumenta¢ni zafizeni
Autoklav

Material

Tteci misky a tloucky (prumér misek cca 7 cm)

Tekuty dusik

1,5 ml a 2,0 ml mikrozkumavky Eppendorf

PCR zkumavky (podle typu cykleru pro PCR)

Vazenky

Magneticka michadla

Spi¢ky k mikropipetdm + krabicky (sterilni, prosté RN4z)
Spi¢ky s filtrem k mikropipetam (sterilni, prosté RN4z)
Laboratorni sklo (kadinky, odmémé valce, Erlenmayerovy baiky, autoklavovatelné
reagenc¢ni ldhve s uzavérem)

Jednorazové laboratorni rukavice

Permanentni popisovac na plast

Chemikalie a roztoky

dH,O (destilovana voda)

sdH,O (sterilni destilovana voda, napt. voda pro molekularni biologii, kat. ¢. W4502,
Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)

DNeasy Plant Mini Kit (kat. ¢. 69104, QIAGEN, Hilden, SRN)

Absolutni ethanol (napt. kat. ¢. UN1170, Analytika, s.r.o., Praha, Ceska republika)
(Nepouzivat denaturovany ethanol.)

Teplotné stabilni DNA polymeraza véetné pufru a MgCl, (napf. kat. ¢. M1241, Promega,
Madison, WI, USA)

Smés ANTP (napf. kat. ¢. U1420, Promega, Madison, WI, USA)

Primery (syntetizované oligonukleotidy) (napf. od Sigma-Genosys Ltd., Pampisford,
Cambridgeshire, UK):

Cilovy druh Nazev Sekvence primeru (5" - 3") Délka

primeru amplikonu
Fusarium Flang F3 CAAAGTTCAGGGCGAAAACT |310bp
langsethiae Lanspo R1 TACAAGAAGACGTGGCGATAT

Agardza pro elektroforézu DNA (napf. kat. ¢. 50000, Cambrex, Charles City, IA, USA)
TRIS (napft. kat. ¢. 37190, Serva, Heidelberg, SRN)

EDTA (napf. kat. ¢. E5134, Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)

Ledova kyselina octova (napf. p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika)

Hydroxid sodny (napft. kat. ¢. 0583, Amresco, Solon, Ohio, USA)

Ethidium bromid (napf. kat. ¢. E1510, Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)

Ficoll 400 (napf. kat. ¢. 17-0400-02, Pharmacia, Uppsala, gvédsko)

Orange G (napf. kat. ¢. O-3756, Sigma-Aldrich, Inc., St. Luis, MO, USA)

Xylene cyanol (napf. kat. ¢. 95600, Fluka, Buchs, Svycarsko)

EtBr destaining bags (napft. kat. ¢. 5459.25, Genesee Scientific Corporation, CA, USA)
Savo (Bochemie, a.s., Bohumin, Ceské republika)
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70%-ni ethanol (denaturovany)

EDTA (0,5 M, 200 ml)

EDTA 3722 g
sdH,O doplnit do 200 ml
Upravit pH na 8,0 pomoci NaOH (cca 4 g).

TAE pufr (50x, 150 ml)

TRIS 36,3 ¢g
Ledova kyselina octova 8,6 ml
EDTA (0,5 M) 15 ml
Doplnit sdH,O do 150 ml.

Ethidium bromid
Zasobni roztok: 10 mg/ml dH,O
Pracovni roztok: 0,5 ug/ml dH,O

Ethidium bromid je latka, ktera se vaze na Sroubovici nukleovych kyselin, kde pak pod UV-
lampou (312 nm) intenzivné¢ rizové fluoreskuje.

Ethidium bromid je silny mutagen, proto se veSkeré manipulace s nim provadéji
v jednorazovych rukavicich v digestori. Agarozové gely, vySetfovaci rukavice a plasty
kontaminované ethidium bromidem se skladuji oddélen¢ v silnych PE pytlich a likvidaci
provadéji specialni firmy zabezpecujici likvidaci nebezpecného odpadu. Roztoky a pufry
dekontaminujeme piimo v laboratofi pomoci specifickych adsorpénich kolon nebo sacki.

Barva pro nanaseni vzorku (produkti PCR) do gelu

0,1% xylencyanova modf a 0,2% oranz G ve 20% Ficollu 400, nebo napt. Blue/Orange
Loading Dye, 6x (kat. ¢. G1881, Promega, Madison, WI, USA)

Ficoll Loading Dye (FLD) 10x

Ficoll 400 2g

0,5 M EDTA (pH 8,0) 1,25 ml
Xylene cyanol FF (0,1%) 10 mg
Orange G (0,2%) 20 mg
doplnit sdH,0 do 10 ml

Standard molekulové hmotnosti pro elektroforézu

napi. GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (kat. ¢. SM0241, Fermentas Life Sciences, Litva),
Lambda DNA/HindIll Marker (kat. ¢. SM0101, Fermentas Life Sciences, Litva)
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Pracovni roztok:

100 il GeneRuler™ 100bp DNA Ladder nebo Lambda DNA/HindIIl Marker
100 I 6x Loading Dye Solution
400l sdH,O

IzoLAcE cELKOVE DNA z ROSTLINNYCH PLETIV POMOCI DNEASY PLanT Mint Kir

Dilezita upozornéni pied zacatkem izolace:

- VSechny centrifugace provadime pfi pokojové teploté (15-25°C).

- Je-li to nezbytné rozpustime sraZzeniny v pufrech AP1 a koncentratu AP3/E.

- Pfidame ethanol do pufri AW a AP3/E.

- Predehtejeme vodni lazen nebo teplotni blok na 65°C.

1. Na analytickych vahdch odvazime 25 mg rostlinného materidlu. V misce v kapalném
dusiku dikladné vzorek rozdrtime tlouckem. Prasek preneseme Spachtli do sterilni 2 ml
zkumavky. Nedovolime, aby pletiva roztala. Ihned pokracujeme krokem 2.

2. K homogenatu piidame 400 pl pufru AP1 a 4 pul RNazy A. Smés dikladné promichame na
vortexu a inkubujeme 1 hodinu pii 65°C. V prib¢hu inkubace smés 3-4 krat promichame
pievracenim zkumavek. Lyzat centrifugujeme 5 minut pti 14 000 otaCkach. Supernatant
pfeneseme pipetou do nové 2 ml zkumavky.

3 Klyzatu pfidame 130 pl pufru AP2, promichdme prevracenim zkumavek a inkubujeme 5
minut na ledu. Lyzat centrifugujeme 5 minut pii 14 000 otackach. Supernatant pfeneseme
pipetou do nové 2 ml zkumavky.

4 Lyzat pfeneseme pipetou do kolonky QIAshredder (fialovd) umisténé ve 2 ml jimaci
zkumavce. Centrifugujeme 2 minuty pii 14 000 otackach.

5 Vodnou fazi proSlou pies kolonku pfeneseme do nové zkumavky, tak abychom neporusili
usazeninu. Pfiddme 675 ul pufru AP3 a smés jemné promichame pipetou. Fialovou kolonku
s usazeninou vyhodime.

6 Pipetou preneseme 650 pl smési do bilé kolonky DNeasy Mini Spin Column umisténé v 2
ml jimaci zkumavce. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 10 000 otackach. Vylijeme
obsah jimaci zkumavky a do bil¢ kolonky pifeneseme zbytek smési. Centrifugujeme
kolonku po dobu 1 minuty pii stejnych otackach.

7 Kolonku se zachycenou DNA umistime do nové 2 ml jimaci zkumavky a ptidame 500 pl
promyvaciho pufru AW. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pti 10 000 otackéach. Vylijeme
fazi proslou kolonkou.

8 Pridame dalSich 500 pl promyvaciho pufru AW. Centrifugujeme po dobu 2 minut pii 14 000
otackach.

9 Kolonku se zachycenou DNA pifeneseme do novych 1,5 ml zkumavek. Pfimo na membranu
kolonky ptfidame pipetou 100 pl ptedehiatého pufru AE. P&t minut inkubujeme pfi
pokojové teploté. Centrifugujeme po dobu 1 minuty pii 10 000 otd¢kach. Vyhodime bilou
kolonku. Faze prosla kolonkou obsahuje rozpusténou DNA.

Kwvalitu a koncentraci izolované DNA ovétujeme elektroforézou v 1% agarézovém gelu. K 10
ul vzorku DNA ptfiddme 1 pl nanaSeciho pufru a smés naneseme na gel. Celkova DNA je
vizualizovand po obarveni ethidium bromidem (viz. Vizualizace produkti PCR po
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elektroforetické separaci) na UV transiluminatoru. Koncentrace DNA je odhadnuta srovnanim
se standardem Lambda DNA/HindIIl Marker.

POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE PRO AMPLIFIKACI SPECIFICKYCH SEKVENCi FUSARIUM LANGETHIAE

Priprava pracovniho prostoru

Pracovni plochy otfeme Cerstvé pfipravenym 20% roztokem Sava a 70% ethanolem. Je
uzitetné vystavit pracovni plochy germicidnimu zateni UV lampy po dobu minimalné¢ 15
minut.

Priprava chemikalii

Vsechny roztoky uchovéavané v mrazadku musime pfedem rozmrazit bud’ (a) pfi laboratorni
teploté, v tomto piipadé musime ukoncit rozmrazovani ihned po rozpusténi posledniho tuhého
kusu, nebo (b) v lednici/na ledu. Obsah zkumavek promichavame jejim pievracenim a kratkym
vortexovanim. Nakonec vSechny chemikalie kratce sto¢ime na mikrocentrifuze.

SloZeni reakcni smési je uvedeno v tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni reakéni smési

Chemikalie Vysledna koncentrace pl/1 reakei
sdH,O 20,14
10x PCR pufr (10x) 1x 2,50
MgCl, (25 mM) 1,5 mM 1,50
Primer Flang F3 (50 uM) 0,1 uM 0,05
Primer Lanspo R1 (50 uM) 0,1 uM 0,05
Smés dNTP (25 mM) 0,1 mM 0,10
DNA polymeraza (5U/ ul) 0,8 U/reakce 0,16
Celkovy objem reakce 24,50

Pracovni postup

1. Chemikalie potiebné pro PCR nechame roztit, jemné je promichame a kratce
centrifugujeme. Chemikalie uchovavame na ledu pii teploté 1-4°C.

2. Pro kazdy vzorek si piipravime a popiSeme jednu sterilni 0,5 ml PCR zkumavku. Jedna
zkumavka je urena pro kontrolu reakéni smeési (premixu) - misto templatové DNA
piidame odpovidajici mnozstvi sdH,O a jedna zkumavka je urena pro pozitivni kontrolu
(DNA z ¢isté kultury F. langsethiae).

3. Do 1,5 ml zkumavky Eppendorf pfiddme v daném potadi jednotlivé slozky reakéni smési
(Tabulka 1). Celkovy objem reakéni smési vypocitame podle vzorce V =V, x (n + 1), kde
V; je objem premixu pro 1 reakci, n je pocet vSech vzorkl vEetné obou kontrol a jednoho
vzorku navic kvili chybé pipetovani.

4. Premix dikladné¢ promichdme po dobu minimdlné¢ 10 vtefin (obraceni zkumavky,
vortexovani).

5. Premix rozdélime po 24,5 pl do piipravenych 0,5 ml PCR zkumavek. Nejprve ptidame do
kontroly premixu 0,5 ul sdH,O, do kazdé dalsi zkumavky pak pridame 0,5 pl templatové
DNA jednotlivych vzorki. Pozitivni kontrola (DNA F. langsethiae) se do premixu pfidava
jako posledni.

15



6. Zkumavky kratce sto¢ime v mikrocentrifuze. Vzorky vlozime do cykleru pro PCR a
zahajime amplifikaci za podminek uvedenych v tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky amplifikace DNA F. langsethiae pomoci PCR

Krok Teplota [°C] Cas [s] Pocet cykla
Denaturace 95 30

Nasedani primera 66 20 5
Prodluzovani primera 72 45

Denaturace 95 30

Naseddni primerti 64 20 5
ProdluZovani primert 72 45

Denaturace 95 30

Nasedani primera 62 20 25
Prodluzovani primerti 72 45

Zavérecné prodluzovani 72 300 1
primert

ANALYZA PRODUKTU PCR

Kontrolu produkti PCR provadime pomoci jejich elektroforetického rozd€leni v agar6zovém
gelu, obarveni ethidium bromidem a vizualizace na UV transiluminatoru. Fragmenty DNA se
elektroforeticky déli na zakladé svych naboji a molekularni hmotnosti. Délka elektroforetické
separace je zavisld na pozadované délce migrace, protékajicim proudu, pouzitém
elektroforetickém pufru a na koncentraci agardzy v gelu. Ethidium bromid se navaze do DNA a
pfi excitaci UV zéafenim vyzafuje oranzové fluorescencni svétlo. Pro kontrolu velikosti
délenych produktti PCR pouzivame délkovy standard DNA.

Priprava agarézového gelu

Zasobni roztok 50x TAE pufru nafedime sdH,O vpoméru 1:50. Takto nafedény pufr
uchovavame maximaln¢ 14 dnti. Podle poctu vzorkli navazime agarézu. Objemy pufru a
navazky agar6zy jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni agar6zového gelu podle mnozstvi vzork

TAE pufr (1x) [ml] Koncentrace gelu Agaroza [g] Pocet vzorki
30 2% 0,6 1-20
70 2% 1.4 vice nez 20

Pracovni postup

1. Ve vazence navdzime na analytickych vahach potfebné mnozstvi agardézy. Navazenou
agarozu presypeme do Erlenmayerovy baiiky a pfilijeme potfebny objem 1x TAE pufru.
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Banku s pufrem a agar6zou umistime do mikrovinné trouby, nastavime stupeii ohievu
agarozu nekolikrat krouzivym pohybem promichame. Dbame na to, aby var nebyl skryty a
agaroza nevykypéla a nevytekla mimo baiiku.

Ohiev ukon¢ime po 1 minuté varu. Banku vyjmeme z mikrovinné trouby a opatrné jeji
obsah jesté jednou promichdme krouzivym pohybem.

Banku postavime na elektromagnetickou michacku v digestofi a vlozime do ni magnetické
michadlo.

Béhem michani agar6zového gelu si pfipravime formu na gel s hiebinkem pro vytvoireni
nanasecich jamek v gelu.

Kdyz teplota agardzy v baice klesne pfiblizné na 60°C (banku Ize udrZet v ruce), vyjmeme
pomoci magnetické hilky magnetické michadlo z banky a jesté horkou tekutou agarozu
nalijeme do formy na gel a nechdme vychladnout. Pfiblizné¢ za 30 az 45 minut dojde
ke ztuhnuti gelu. Dbame na to, aby po naliti do formy neziistaly v agardze bublinky
vzduchu.

Po ztuhnuti a vychladnuti gelu z n€j opatrné€ vyjmeme hiebinek. V gelu zistanou jamky pro
nanaseni vzorkda.

Elektroforeticka separace fragmenti DNA

Pracovni postup

1.

Do kazdé mikrozkumavky pfidame po probéhlé PCR 2,8 ul nanaseciho pufru, nejprve do
kontroly premixu, poté do vzorkl a nakonec do pozitivni kontroly.

Ptipraveny elektroforeticky gel vlozime do elektroforetické vany a prevrstvime ho 1 x TAE
pufrem (pfiblizné 2-3 mm).

Do prvni drahy naneseme 1,5 pl délkového standardu GeneRuler™ 100bp DNA Ladder. Do
dalsich drah nanasime vzdy 10 ul kazdého vzorku v potadi od kontroly premixu po
pozitivni kontrolu. Pfed nanesenim do jamky kazdy vzorek promichame 5x natazenim do
Spicky pipety.

Po ukonceni nanaSeni vzorkl uzavieme elektroforetickou vanu vikem a nastavime hodnotu
elektrického napéti (pro 2% gel 60 V).

Elektroforéza probiha 60 az 90 minut.

Po rozdéleni vzorkd vypneme zdroj a odpojime elektroforézu od elektrického proudu. Gel
vyjmeme 1 s formou z vany a opatrn¢ ponoiime do roztoku ethidium bromidu (0,5 pg/ml).
Gel nechame barvit 5 minut.

Obarveny gel si prohlédneme na UV transiluminatoru a ddme ho na 30 minut odbarvovat
do destilované vody. Potom gel vyfotime fotodokumenta¢nim zatizenim.

Vizualizace produktii PCR po elektroforetické separaci

Detekce produktii PCR po elektroforetické separaci probiha pomoci jejich obarveni ethidium
bromidem a vizualizace UV zafenim. Hledany produkt vidime v UV svétle v podobé¢ sviticiho
prouzku. Délku prouzku urc¢ime srovnanim jeho pozice s pozici fragmentd DNA délkového
standardu. Délka PCR amplikonu F. langsethiae je 310 bp.
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VYSLEDEK

Pozitivnim vysledkem je fluoreskujici prouzek (“band*) odpovidajici velikosti 310 bp. Prouzky
porovname s velikostnim standardem a pozitivni kontrolou. Negativni kontrola (voda) nesmi
obsahovat zadny prouzek. Pozitivni kontrola musi obsahovat prouzek 310 bp (obr. ¢. 16).
Jestlize tomu tak neni, test opakujeme.

Obrazek ¢. 16: .Ukazka vysledka detekce Fusarium langsethiae pomoci PCR s primery Flang
3F a Lanspo 1R. Drahy: 1-pozitivni vzorek, 2-negativni vzorek, 3-pozitivni kontrola, 4-
negativni kontrola a M-velikostni standard GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas Life
Sciences, Litva).

Mit 2

||
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310bp — = -

Zavér

Metoda detekce a identifikace Fusarium langsethiae zaloZzena na polymerazové fetézoveé reakci
s druhové specifickymi primery v zrnech obilovin se ukézala jako spolehlivou a vhodnou
metodou pro zjisténi pritomnosti uvedeného mykotoxinnogenniho druhu. Nevyhodou této
metody je jeji vétsi financni a pfistrojova narocnost.

III) SROVNANI .,NOVOSTI POSTUPU* OPROTI PUVODNI METODICE, PRIPADNE JEJICH ZDUVODNENi, POKUD SE

BUDE JEDNAT O NOVOU NEZNAMOU METODIKU (§ 2. opsT. 1, PisM. A, BOD 2 ZAKONA ¢. 130/2002

Se.)

V metodice je nové zavedena kombinace detekce a identifikace Fusarium langsethiae pomoci
PCR s druhové specifickymi primery s rychlou izolaci celkové DNA ze zrn ovsa pomoci kitu
DNeasy Plant Mini Kit od firmy Qiagen. Metoda izolace DNA byla modifikovana s cilem
zlepsit opakovatelnost a spolehlivost detekce F. langsethiae. Modifikace spociva v prodlouzeni
inkubace vzorki v extrak¢nim pufru a zatazeni dalSich centrifugaci.
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IV) PoprIS UPLATNENi METODIKY, PRO KOHO JE URCENA, JAKYM ZPUSOBEM BUDE UPLATNENA.

Metodika slouzi pro:
* stanoveni pfitomnosti/neptitomnosti druhu Fusarium langsethiae v zrnech a dalSich ¢astech

rostlin obilovin p¥i nakupu a prodeji obilovin v ramci Ceské republiky
* stanoveni pfitomnosti/neptitomnosti druhu Fusarium langsethiae v zrnech a dalSich_castech
rostlin obilovin pfi jejich dovozu a vyvozu z Ceské republiky

Metodiku mohou vyuzivat vSechny laboratote, které maji vybaveni pro praci s PCR markery.
Jsou to jak nestatni laboratofe tak organy statni spravy (napt. SRS, UKZUZ, SZPI).

V) EKONOMICKE ASPEKTY

Predpokladané ekonomické piinosy zavedeni Metodiky spocivaji jednak v usporach pfti
nahradé pracné a ne zcela spolehlivé klasické metody identifikace tohoto patogena na zaklade
morfologie (cca 50 tis.K¢) pti analyze 100 vzorkl), dalsi pfinosy, plynouci z redukce vyskytu
toxickych produktl tohoto druhu Fusarium, jsou v niz§im zatizeni zdravi lidi a hospodatskych
zvifat mykotoxiny v potravnim fetézci.

F. langsethiae je povazovano za jednu z hlavnich pfi¢in kontaminace ovsi trichothecenovymi
mykotoxiny typu A, T-2 a HT-2 toxiny. Tyto toxiny, pro které zatim neni stanoven limit, jsou
mnohem toxi¢téjsi, nez napt. v soucasnosti legislativné limitovany deoxynivalenol (DON).

V natizeni Komise (ES) ¢. 1881/2006, kterym se stanovi maximdlni limity nékterych
kontaminujicich latek v potravinach se uvadi, ze piitomnost T-2 a HT-2 toxin muze
ptedstavovat ohrozeni pro vetejné zdravi a ze prvotfadym tkolem je shromézdit vétsi mnozstvi
udaji o vyskytu a provést dal§i Setfeni/vyzkum zaméfeny na faktory podilejici se na
pfitomnosti T-2 a HT-2 toxinu v obilovindch a vyrobcich z obilovin, zejména v ovsu a
vyrobcich z ovsa.

Uplatnéni spolehlivého diagnostického nastroje, jakym metodika pro molekularni detekci
F langsethiae je, umozni mj. kvalifikované¢ hodnotit riziko kontaminace ovsa péstovaného
v podminkach CR T-2 a HT-2 toxiny. O zavedeni limitd pro tyto toxiny neni dosud rozhodnuto.
Implementace limitu pro dalsi nezadouci latku do legislativy ptindsi znacné naklady, zejména v
podob¢ povinnych analyz. Ty jsou, v ptipad¢ T-2 a HT-2 toxint, které prakticky lze spolehlivé
detekovat pouze metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci, zna¢né. Na druhou
stranu, nezavedeni limitu v piipadg, Ze riziko astého vyskytu F. langsethiae v CR a nasledné
vyssi kontaminace ovsa péstovaného v CR je realné, by znamenalo negativni dopad na zdravi
lidi 1 zvifat. Navic urcitd ¢ast ovsa by nemohla byt vyuzivana pro lidskou vyzivu, pokud by
nesplnila pfisluSny limit a jejim uplatnénim pouze jako krmné produkce by péstiteli vznikla
ztrata.

Piinos metodiky je ve snizeni negativnich zdravotnich G¢inkli na zdravi lidi a hospodarskych
zvifat,zejména koni, pro které je vyuzivano jak celé¢ ovesné zrno, tak zejména ovesné slupky a
otruby, ve kterych je obsah trichothecenovych mykotoxint jest¢ vyssi, nez v celém zrnu.
Negativni zdravotni G¢inky trichothecenu typu A, ke kterym kromé T-2 a HT-2 toxinl patii
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dosu limitovaného deoxynivalenolu.

Fusarium langsethiae je druh, ktery se velmi obtizn¢ detekuje pomoci klasickych
morfologicko-kultiva¢nich metod v obilovinach, protoze je pomalu rostouci a slaby v
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kompetici s jinymi druhy hub. Z toho divodu je pro zjiSténi jeho pfitomnosti inkubovat velké
mnozstvi vzorkll, coz pfindsi naklady na termostaty a spotiebni material (Petriho misky, agar).
Tento druh je velmi podobny druhiim Fusarium poae, F. sporotrichioides, F. kyushuense a F.
tricinctum a klasicka identifikace zaloZzena na morfologickych znacich vyzaduje velmi
erudované mykology, ktefi maji velkou zkuSenost s rodem Fusarium. Takovychto pracovniki
je v Ceské republice jednak nedostatek, jednak ndklady na jejich vyskoleni jsou vysoké,
protoze vyzaduje zabyvat se touto problematikou mnoha let. Detekce F. langsethiae pomoci
PCR se specifickych primeri, tak jak je navrzena v této metodice, je rychlejsi a dava
spolehlivéjsi vysledky a jsou schopni ji provadét méné kvalifikovani pracovnici. Na jeden
vzorek je potfeba v piipad¢ pouziti PCR se specifickymi primery okolo 35 minut prace
pracovnika s bakalafskym stupném vzdé€lani, coz ptrevedeno na koruny dela 87 K&. V pripadé
identifikace na zakladé morfologie (a nutné izolace ze vzorku) je potieba okolo 2,7 hodiny
erudovaného vysokoskolského pracovnika (Groven Mgr. s védeckou hodnosti PhD. nebo CSc.)
coz pievedeno na koruny déla 635 K¢. Piimé materialové naklady identifikaci 1 vzorku na v
ptipadé pouziti PCR se specifickymi primery ¢ini 170 K¢ a v piipad¢ identifikace na zaklad¢
morfologie (a nutné izolace ze vzorku) pfimé materidlové naklady ¢ini 72 K¢. Na PCR se
specifickymi primery je potieba sice vice pfistroji za vyssi cenu neZ pii identifikaci na zéklade
morfologie, ale jsou vyuzivany vyrazné kratsi dobu. Vysledné pii porovnani jsou néklady na
materidl a mzdy na 1 vzorek jsou u PCR se specifickymi primery celkem okolo 257 K¢ a
identifikace na zaklad¢ morfologie (a nutné izolace ze vzorku) jsou celkem okolo 707 K¢&. Je
ziejmé, ze naklady na detekci pomoci PCR se specifickymi primery jsou vice nez 2,5 niZzsi.
Ekonomicky piinos se projevi zejména pii opétovném opakovani na raznych pracovistich. Pii
analyze 100 vzorkti dojde k uspote okolo 50 tis. K¢.
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