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Radopholus similis a jeho diagnostika na rGznych urovnich (metodika pro praxi)

1. Cil metodiky a dedikace

Cilem této metodiky je poskytnout pracovnikiim fesicim v Ceské republice problematiku
tykajici se vyzkumu fytoparazitickych hadatek zakladni informace o technikach diagnostiky téchto
Skodlivych organism{ na urovni morfologie i molekularni biologie a poskytnout tak snadno dostupny
metodicky material pro zavadéni téchto metod do rutinni praxe. Metodika vznikla za finanéni
podpory MZe a je vystupem feSeni projektu NAZV QF4156 ,Vyvoj diagnostickych metod pro
determinaci karanténnich hadatek z rodld Aphelenchoides, Bursaphelenchus, Xiphinema a

Radopholus”.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod

Fytoparaziticka hadatka patfi do skupiny organismQ, kterd byvaji oku rostlinolékare casto
utajena. Malé télesné rozméry a v mnoha pripadech nespecifické priznaky napadeni rostlin jsou
dlvodem pro casté podcenovani vyznamu téchto parazitd. Symptomatické diagnostické metody
pouzivané ve fytopatologii a specidlni rostlinné parazitologii mohou, v tomto ptipadé selhat, nebot
napadeni rostlin hadatky byva zaménovano s celou fadou bakteridlnich ¢i houbovych onemocnéni
(Hunt, 1993). Nezlstdva bez povsSimnuti, Ze hadatka vynikaji nadprimérnou rezistenci vaci
nepriznivym podminkdm, snadno se pfizplsobuji novym agroekosystémim, do kterych jsou
introdukovany. Vzhledem k rozmérim od 0,1 mm do nékolika milimetrd, biologii a bionomii neni boj
s témito fytoparazity jednoduchy. VSechny druhy maji typicky, protahly, hadovity tvar téla a to
alespon v nékterych fazich vyvoje. Pti ziskavani potravy poskozuji buriky riznych rostlinnych pletiv.
Nékteré druhy hadatek pronikaji z pady do rostlin, kde Ziji v mezibunéénych prostorach. Na
napadenych ¢astech se objevuji vyrazné deformace nebo €asti pletiv zcela odumiraji. Hadatka jsou
schopna prezit fadu let bez potravy a to i ve zcela suchém prostredi, fady druhd vynikaji schopnosti
anhydrobidzy, ktera jim umoziuje prechdzet do stavu hybernace a preckat tak nepfriznivé obdobi.
Jako priklad lze uvést hadatka rodu Anquina, které bylo objeveno v botanickych sbirkach, ve kterych
setrvavala v Zivotaschopném stavu po dobu nékolika desitek let (Siddiqui, 2000). Tuto schopnost Ize
sledovat i u dalSich rodl, jakymi jsou Aphelenchoides, Ditylenchus. Anhydrobidza je jednou nikoli
jedinou schopnosti hadatek jak prekonat nepfiznivé podminky pro jejich zdarny vyvoj. Ve vyvojovych
cyklech mnoha rodi Ize naleznout klidova stadia, kterd mohou preckat bez hostitele fadu let. Rody

Globodera, Heterodera Punctodera, jsou fazena do skupiny sedenternich hadatek a jejich klidové
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Radopholus similis a jeho diagnostika na rGznych urovnich (metodika pro praxi)

stadium zvané cysta (obal samicky naplnény vajicky) je schopna preckat v pldé bez hostitele nékolik
let, pficemZ vyjimkou nejsou ani klimaticky velmi neptiznivé poustni oblasti. Dalsi vlastnosti, ktera
stavi hadatka do pozice vyznamnych parazitQ rostlin, je rychlost vyvoje. Dokonéeni vyvojového cyklu
za méné neZ tfi tydny neni nic neobvyklého (Powers et al., 1997). Jak jiz bylo feceno, boj
s fytoparazitickymi hadatky je nelehkou ulohou, proto je nezbyté vyuzit presné, rychlé a citlivé
diagnostické metody pro vcasné zjiSténi ohniska napadeni (osivo, sadba, porost) a umoznit tak

eradikaci téchto parazitQ rostlin.

2.2. Charakteristika hadatek rodu Radopholus
2.2.1. Morfologie

Hadatka rodu Radopholus jsou zakladnimi morfologickymi znaky i rozméry podobna rodu
Pratylenchus. Je pro né charakteristicky silny sexualni dimorfismus (Kaplan & O’Bannon, 1985). Na
kutikule se nevytvareji Zadné vyrlstky, sami¢ky maji rovhomérné vyvinuté dva vajeéniky nebo méné
Castéji je zadni vajeCnik vice nebo méné redukovan, degenerovan a nefunkéni. U samicek jsou
hlavové pyskové papily slabé vyvinuté, lateralni sektor je Uzky, ale rozsifuje se smérem dozadu azZ k
poslednimu prstenci. Jicnové Zlazy prekryvaji stfevo. Ocas je dlouhy 2 — 4 um, smérem ke konci se
zuzuje a samotny konec ocasu je bud zakulaceny, nebo mirné zaspicatély. Fasmidy mohou byt
lokalizovany uprostfed ocasu nebo v predni ¢asti ocasu. Pyskové papily sameck( jsou dobfe patrné,
zakulacené. Oblast hlavy je slabé sklerotizovana, stylet robustni, v bazdlni ¢asti silné knoflikovité
rozSifeny. Bursa kopulatrix je dobfe patrnd. Spikula je parovda a rovnéz dobrfe patrna. Tato metodika
je zamérena na determinaci karanténniho druhu Radopholus similis, zde jsou uvedeny jeho zakladni
télesné rozméry pouzité pro jeho morfometrickou determinaci. Samicka: (n=12) : L = 0,52 - 0,88
(0,69) mm, a = 22-30 (27), b = 4,7-7,4 (6,5), b’= 3,5-5,2 (4,5), ¢ = 8-13 (11), ¢'= 2,94,0 (3,4), V = 55 - 61
(56), st =17-20 (19) um, H = 9-16 (12). Samec: (n = 5): L=0,59 - 0,67 (0,63) mm, a = 31-44(35), b =
6,1-6,6 (6,4), b’=4,1-4,9 (4,8), c — 810 (9), c'= 5,1-6,7 (5,7), st = 12-17 (14) um, spikula = 19-22 (20)
um, gubernakulum = 8-12 (9) um, H = 7-11 (9) um. (Ryss, 1988).

2.2.2. Vyvojovy cyklus

Hadatka rodu Radopholus patfi mezi kofenovd endoparazitickd hadatka. Hadatka mohou
prodélat cely vyvojovy cyklus uvniti kofenll. BéZzny cyklus je pohlavni, oviem je mozny i
partenogeneticky vyvoj. Oplozené samicky mohou nést sperma ve svych spermatékach cely Zivot. Za
pfiznivych podminek kladou vajicka (cca. 6 denné), z nichZz se posléze vyvijeji larvy. Ty se tFikrat

svlékaji a dospivaji, cyklus se opakuje. Pfi optimalnich podminkach je cyklus dokoncen za 18-20 dni.
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V jednom gramu kofenové hmoty napadenych rostlin Ize naleznout cca desitky aZz stovky jedincl
hadatek.
2.2.3. Hostitelsky okruh

Do hostitelského okruhu téchto fytoparazitd spada nékolik stovek rostlinnych druh.
Primdrnimi hostiteli téchto hadatek jsou: bandnovnik (Musa sp.) pepf Cerny ( Piper nigrum ), citrus (
Citrus sp.), okrasné rostliny patfici do celedi Araceae (Anthurium sp., Epipremnum sp., Philodendron
sp., Spathifillum sp., Syngonium sp.), do Celedi Marantaceae (Calathea sp., Maranta sp.) a do Celedi
Zingiberaceae (Hedychium sp., Zingiber sp.). Mezi dalsi hostitelské druhy patti: arekova palma (Areca
cathecu), kokosova palma (Cocos nucifora), kavovnik (Coffea sp.), Chamaedorea elegans, cukrova
titina (Saccharum officinale) , cajovnik (Camellia sinensis) a kurkuma dlouhd (Curcuma domestica)

(Riley & Kelly, 2001).

2.2.4. Taxonomiké zarazeni
Taxonomie je stéle vyvijejicim se oborem a orientovat se ve spleti nazvl, synonym a akronym
neni ¢asto snadné. Autofi metodiky se pfiklanéji k zafazeni podle Maggenti et al., (1987).
Kmen: Nematoda RUDOLPHI, 1808
Trida: Secernentea VON LINSTOW, 1905
Podtrida: Tylenchia INGLIS, 1983
Rad: Tylenchida THORNE, 1949
Podiad: Tylenchina CHITWOOD, 1950
Nadceled" Tylenchoidea ORLEY, 1880
Celed" Pratylenchidae THORNE, 1949
Podceled’ Pratylenchinae THORNE, 1949
Rod: Radopholus THORNE, 1949

K rodu Radopholus je v soucasné dobé fazeno vice nez dvacet pét druh(.

2.2.5. Rozsireni, Skodlivost a ochranna opatreni

Radopholus similis je celosvétové rozsifené hadatko, zejména pak v rovnikovych oblastech.
Bylo nalezeno na okrasnych rostlinach ve sklenicich v Evropé: Belgie, Francie, Némecko, Itdlie a
Holandsko, dale pak v Asii: Brunei, Darussalam, Indie (Arunadal Pradesh, Goa, Karnataka, Kerala,
Madhya Pradesh, Maharashtra, Orissa, Tamil Nadu), Indonésie (Sumatra), Libanon, Malajsie

(Peninsular), Oman, Pakistan, Filipiny, Sri Lanka, Thajsko, Yemen, déle pak v Africe: Burundi,
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Cameron, Stfedni Afrika, Kongo, Egypt, Etiopie, Gabon, Ghana, Guinea, Kefia, Madagaskar, Malawi,
Mauricius, Mozambik, Nigerie, Réunion, Senegal, Seychelly, Somalsko, Jizni Afrika, Sudan, Tanzanie,
Zambie, Zimbabwe, dale pak v severni Americe: Kanada, USA (Arizona, Kalifornie, Florida, Louisiana,
Texas), ddle pak v stfedni Americe a Karibiku: Barbados, Belize, Costa Rica, Kuba, Dominica,
Dominikdnska republika, Guada loupe, Guatemala, Honduras, Jamajka, Martinik, Panama, Puerto
Rico, St.Kitts a Nevis, St.Lucia, St.Vincent a Grenadines, Trinidad a Tobago, Spojené staty panens.
Ostrovl, dale pak v jizni Americe: Brazilie, Kolumbie, Ekvador, Franc. Guiana, Guiana, Peru, Surinam,

Venezuela.

Vyskyt karanténniho hadatka

Radopholus similis

Na mapé prevzaté z informacniho buletinu EPPO je zndzornén hlaseny vyskyt hadatka R. similis na

narodni Urovni (Cervené) a hldaseny vyskyt na podnarodni Urovni (zelené).

Hadatka rodu Radopholus jsou migrujici endoparazité, ktefi cizopasi na korenech
hostitelskych rostlin. Inhibuji pfijem vody a Zivin, rostliny slabnou, rlist a vyvoj se zpomaluje a sklizen
je rapidné sniZzena. Hostitelsky okruh tohoto rodu je velmi rozsahly. Nejvétsi skody zpUsobuji druhy
Radopholus similis a Radopholus citrophilus, a to na ovocnych stromech, zejména na citrusech a
bananovnicich v tropech a subtropech. Skliziiové ztraty, zplsobené témito endoparazity, se pohybuji
v rozmezi 5 — 100 % a jsou ovlivnény mnoha faktory, mezi néz patti napfiklad padni typ nebo klima.
Pro ochranu rostlin proti fytoparazitickym hadatkiim jsou doporucCovany tfi kurativni strategie
(aplikace nematocidl, pouziti fyzikdlnich metod, aplikace bioagens). Prvni znich je aplikace

fumigujicich & nefumigujicich nematocid@ (Webster, 1972). Tato varianta v CR neni pouZitelnd, nebot
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vétdina Gcinnych pripravkd neni vregistru pesticidd CR zafazena. V registru pFipravkd jsou
registrovany pouze pro okrasné rostliny proti paddnim haddatkim: Basamid Granulat (dazomet),
Dursban 10G (chlorpyrifos) a Dursban 480EC (chlorpyrifos). Vétsinou se aplikuji do pldy pred setim a
vysadbou, Dursban 480 EC se pouZiva ve formé zalivky k rostlinam. Fyzikalni metody jsou vyuzitelné
pro asanaci semen a sadby, pouzZit Ize mofeni horkou vodou. U napadeného osiva, hliz, i rostlin
sadby je Casté oSetreni vodou pfi teploté 43,5 °C, po dobu 30 minut. Pro oSetfeni vysevniho substratu
Ize doporudit proparovani pady pri teploté 90-95 °C po dobu 15-20 minut. Pro volné vysadby je
mozné v teplejsich klimatickych pasmech vyuzZivat solarizace, kdy plda je zakryta polyetylénovou folii
a vystavena v pribéhu Iéta po dobu azZ 3 tydnU slunecnimu zareni. Dochazi k prohrati padniho profilu
do hloubky 20-25 cm a k eradikaci majoritniho podilu p&idni mikrofauny. V CR je aplikace této metody
omezena klimatickymi podminkami. Aplikace bioagens je v poslednich deseti letech takfikajic ¢islem
jedna pro rozsahlou nematologickou komunitu (Duan et al., 2003). Jako bioagens je mozné pouzit
grampozitivni bakterie Pausteria penetrans, které omezuji mnozeni hadatek a moznost invaznich
larev penetrovat do kofenl (Jaffee et al., 1998). Nematofagni houby patfi k nejvyznamnéjsim
nepratelskym organismidm hadatek. Vyskytuji se témér ve vSech pudach, predevsim v pldach s
dostate¢nym obsahem organickych latek. Nejvyznamnéjsi a také nejcastéjsi nematofagni houby patfi
do fadu Moniliales (Hyphomycetes) ze skupiny hub nedokonalych fungi imperfecti. Nematofagni
houby z fadu Moniliaes jsou jak endo, tak ektoparazity. Smrt hadéatka neni zpUsobena
pravdépodobné jen mechanickym poskozenim, ale i plsobenim toxickych latek (,Nematoxin®)
produkovanych nematofagnimi houbami. V kompostech a mulcich byla zjisténa zvySena aktivita vyse
uvedenych nematofdgnich hub. Z tohoto hlediska lze doporucit zapravovani organické hmoty ve
formé naptiklad kompostl jako jednu strategii napomahajici k selektivnimu sniZeni infestace pudy

hadatky (Gené et al., 2005, Jensen et al., 1997, Morton et al., 2004, Perssonova & Jansson, 1999).

2.3. Diagnostické metody

Aplikace vhodnych metod diagnostiky pro urceni diagndézy onemocnéni rostlin je pro
péstitele prvnim a bezpochyby nejpodstatnéjsim krokem pfi integrované produkci zemédélskych
komodit. Metody diagnostiky fytoparazitickych hadatek vychazeji z jejich morfometrickych znakd.
Dichotomické klice jsou zdkladnim prvkem pfi diagnostice hadatek. S vyvojem diagnostickych metod
vstupuji i na pole nematologie nové metody, vyuZivajici riznych biochemickych charakteristik jako
markerld taxonl. Vtéto metodice jsou uvedeny metody detekce a determinace na Urovni

morfologickych komparativnich technika, dale pak na Urovni CAPS markeru.
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2.3.1. Odbér vzorku
2.3.1.1. Metoda

Odbér vzorkd kofenovych hadatek je moiné zamérit na odbér rostlinné hmoty i na odbér
padnich vzork(. Pro snadny, rychly a pfesny monitoring vyskytu je tedy vhodné odebirat ¢asti rostlin,
které vykazuji symptomy napadeni fytoparazitickymi hadatky, tedy deformace, nekrdzy, pripadné
hniloby. U¢elem je odebirat ¢asti rostlin s priznaky a ¢asti v horizontalni Grovni nad témito ¢astmi.
Paklize jsou rostliny napadeny, je pravdépodobné, Ze v nekrotickych korenech bude mensi podil
hadatek nez v korenech do této chvile bez pfiznakl. Odbér pldnich vzorki sleduje prokofenéni pldy.
Ztohoto profilu je vhodné odebirat vzorky a to casto i skofeny rostlin. Paklize jsou hadatka
pfitomna, pak v profilu kofenového systému.

V procesu monitoringu neni vhodné pouZivat polyetylénové Ci jiné neprodysné pytliky,
dochazi pak ke zvySeni teploty a hadéatka ztraci schopnost pohybu ¢i umiraji, coz mlze nezadoucim
zpUsobem ovlivnit monitoring. Vzorky pldy ¢i kofen( je vhodné umistit do chladu (10°C) a to pouze
na nezbytnou dobu, tak aby nedoslo k multiplikaci populaci saprofytickych rodd, které znesnadnuji

detekci zastupcl fytoparazitickych hadatek.

2.3.2. Extrakce hadatek z biologického materidlu

2.3.2.1. Metoda

Odebrané vzorky ulozené v papirovych saccich je nutné rozdélit na tfi ¢asti, prvni ¢ast bude
podrobena izolaci hadatek ihned a dalsi dvé je vhodné umistit zpét do chladiciho boxu pfi 4-10 °C,
jako zalohovy referenéni material. Délenim vzorkl se rozumi rozdéleni kazdého vzorku na tfi zhruba
stejné Casti. Pro extrakci hadatek rodu Radopholus lze vyuzit zejména metodu sedimentacni sitovou.

Sedimentacni sitovd metoda je zaloZena na stejném principu jako Baermannova nalevka, jejiz
vyuziti pro tento rod neni optimalni vzhledem k rozmérdm hadatek.
Zatizeni se sklada ze dvou do sebe zapadajicich misek (10 x 35 x 20 cm),
jedna z misek ma perforované dno. Do perforované misky se umisti

jedna vrstva buniciny (bunicinou se rozumi material neuvolfiujici drobné

chloupky, idedlné pak ubrousky ROTH (P-lab R008721) a na ni pak pudni

vzorek, ¢i vzorek kofenové hmoty, které se pfikryji druhou vrstvou buniciny.


http://www.p-lab.cz/kosik.pl?akce=add&katc=R008721&mnozstvi=1&from=polozka&id=695
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Do spodni misky s pevnym dnem se nalije voda (bézna voda z vodovodniho fadu) a do ni se pak
umisti miska s materidlem uréenym pro izolaci. Hladina vody by neméla listy zaplavit. Had3atka budou
pfirozené migrovat z materidlu a shromazdovat se ve spodni misce. Doporucena doba plaveni je cca
9-12 hodin. Suspenze hadatek ze spodni misky se prefiltruje pomoci sita s velikosti otvor( 0,025 mm.

Suspenzi hadatek Ize skladovat bez poSkozeni i nékolik dni pfi 4°C.

2.3.3. Diagnostika na urovni komparativni mikroskopie

2.3.3.1. Prehled

Dichotomické klice pro determinaci taxonl hadatek jsou uréeny k porovnavani
morfologickych znakli a namérenych hodnot s hodnotami popsanymi a umoznuji tak determinaci
hadatka ve vzorku. V tomto ohledu Ize pracovat s nativnimi i trvalymi preparaty. Obé skupiny skytaji
fadu vyhod i nevyhod. Nativni preparaty se snadno pripravuji a hadatka z preparatd je mozné posléze
vyuzit pro dalsi techniky, s hadatkem lze rovnéZ manipulovat. Pro sledovani nativnich preparatd je
velmi obtiZzné pouZit ,,mokry” imersni objektiv, coZ je v celé fadé pripadl zcela nezbytné. Nativni
preparaty nelze skladovat déle nez nékolik hodin. Trvalé preparaty Ize skladovat po dobu nékolika
desitek let a slouzi i jako referenéni materidl. Pfi jejich pozorovani lze pouzivat mokré imersni
objektivy. Hadatka z trvalych preparatl Ize jen velmi obtiZzné pouZit pro aplikaci dalSich technik, neni
mozné s nimi manipulovat bez poskozeni trvalého preparatu. Pro sledovani infrastruktury hadatek
doporucujeme vyuzit Nomarskiho kontrast, provedeni mikroskopické komparativni diagnostiky se tim
usnadni. Méreni jednotlivych morfologickych charakteristik je také podminéno technickym
vybavenim laboratore. Optimalnim fesenim je digitalni kamera na trinokuldru mikroskopu a vhodny
software pro méreni a ukladani hodnot. V krajnim ptipadé lze vyuzit méficiho okuldru a kalibrovat
objektivy pomoci méfitka na podloznim sklicku. Konec koncll v dobach, kdy dichotomické klice

vznikaly, tomu nebylo jinak.
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2.3.3.2. Priprava nativnich a trvalych preparatu

Pro detekci a determinaci hadatek rodu Radopholus na Urovni morfologickych a
anatomickych znakl je vhodné poutzit jak nativnich preparat(l, tak preparatl fixovanych. Pfiprava
nativnich preparatd hadatek je obdobna jako v pfipadé pripravy jinych nativnich preparatd pro
svételnou mikroskopii. Tedy do kapky vody na podloZnim sklicku premistime pomoci nematologické
jehly nékolik jedincd hadatek a zakryjeme krycim sklickem. Neni tfeba se obavat rozdrceni hadatek,
jejich rozméry jsou v pfipadé rodu Radopholus pfilis malé. Rozdilem od pfipravy nativnich preparat(
napfiklad hub, ¢i rostlinného pletiva je fakt, Ze hadatka se pohybuji. Pro tento ptipad lze pouzit
anesteziologické techniky umoznujici pozorovani morfologickych charakteristik pouzitelnych pro
determinaci hadatek. Anestézie mlze byt provedena fyzikdlné ¢i chemicky, a vyZaduje urcitou
zkusenost, tak aby hadatka nebyla usmrcena, nebot v takovém pripadé byvaji jak vnitfni tak fada
vnéjsSich struktur neidentifikovatelné. Nejjednodussi metodou je zahfati prepardtu nad lihovym
kahanem a to na dobu nezbytné nutnou (tuto dobu je nutné odzkouset). Jako detekéni kritérium pro
UspésSnou anestézii lze povazovat fakt, ze se hadatka prestanou hybat a jejich struktury nejsou
poskozeny. Pro anestézii lze rovnéz vyuzit CO, a to ve formé malych kouskll suchého ledu
pfilozenych do blizkosti hadatek, je ale nutné brat zfetel na velmi nizkou teplotu: , Preparat nesmi

14

zmrznout!“ Dale doporucujeme aplikaci dichlor-etyl-éteru (Fluka 35650). Je vhodné pripravit zasobni
roztok v koncentraci 0,1 % a ten pouzit pfimo pro anestézii. Po UspésSné anestézii jsou hadatka

pfipravena pro svételnou mikroskopii.

/ Sada ndstroju pro manipulaci s hadatky.

Po nékolikaletych zkusenostech s fixaci Ize doporucit metodu fixace pomoci roztoku TAF: 7 ml 40 %

formalinu, 2 ml trietanolaminu, 91 ml destilované vody. TAF vykazuje velmi dobré vysledky co do
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zfetelnosti detailu a vysoké stability slouceniny (Southey, 1985). Pro praci s hadatky lze s Uuspéchem
vyuZzit sklenénou misku s konkavnim dnem (ED — embryonal dishes). Hadatka pomoci nematologické
jehly premistime do 20 ul vody (cca 20 ks), 2 ml fixativu zahfejeme na 80 °C a pak pomoci Pausterovy
pipety rychle prepipetujeme do mikrozkumavky s haddatky. Takto pfipravena hadatka ulozime v
laboratorni teploté minimalné na 10 dnd. Timto zplUsobem lze fixovanad haddatka skladovat i po
nékolik let. Takto fixovana hadatka lze pouZit pro pfipravu permanentnich glycerolovych preparat.
Na podlozni sklicko s jamkou napipetujeme 10 % glycerol a do néj pfemistime hadatka, klademe
dliraz na to, aby vsechna had4atka byla pod hladinou glycerolu. PodloZni sklicka inkubujeme pfi 60 °C
aZ do doby odpareni maximalniho mnoZstvi vody, tento fakt ovéfime vizualné (glycerol zhoustne na
koncentraci 99 % glycerolu). Inkubaci nékolikrat (1x za 5 minut) prerusime a preparat nechame
vychladnout (30 sekund). V prlibéhu odparovani je nezbytné ovérovat mnozstvi glycerolu v jamce a
pfipadné jej doplnit tak, aby nedoslo ke zniceni hadatek. Pripravime si podloZni sklicka pro
permanentni prepardty, napipetujeme na né cca 5 pl 99 % glycerolu a inkubujeme pfi 80 °C 15 minut,
tak, aby se odparily zbytky vody v glycerolu. Do téchto kapek pfemistime 2 ks hadatek z glycerolu, po
stranach umistime primérené mnozstvi smési parafinu a vceliho vosku (1:4), pfiloZime kryci sklicko
(nejlépe kruhové primér 12 mm) a preneseme do 80 °C. Pockdme aZz se smés parafinu a vceliho
vosku dokonale rozpusti a kryci sklicko zcela zakryje hdddatka. Preparat je pfipraven pro mikroskopii a
uloZzeni do sbirky. Glycerolové preparaty skladujeme vidy vodorovné a bez pfistupu svétla.

Diagnostické znaky a fotodokumentace je uvedena v ptilohach.

2.3.4. Diagnostika na urovni nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jako hmotna podstata genetické informace davaji zdklad pro expresi
protein( a tudiz jsou i podstatou vSech bunécnych procesu. Jejich snadna replikovatelnost a stabilita
davaji dobré predpoklady pro vyuZiti téchto redenaturovatelnych molekul pro diagnostické ucely

(Krémar & Brichacek, 1993).

2.3.4.1. 1z olace nukleovych kyselin

2.3.4.1.1. Prehled

Prvnim krokem pfi praci s nukleovymi kyselinami (NA) je jejich izolace v nativnim stavu z
biologického materidlu, v dostatecném mnozstvi a Cistoté. Izolované nukleové kyseliny je tfeba zbavit

vsech latek, které se po lyzi bunék stavaji soucasti hrubych lyzatla a jejichZz pfitomnost by branila
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ucinnému a specifickému plsobeni enzymi pouzivanych k jejich analyze a Upravam (Rosypal, 2000).
Zakladni principy izolace nukleovych kyselin spocivaji v uvolnéni nukleovych kyselin z vazby na
proteiny. Po rozruseni bunék, popfipadé ostatnich bunéénych kompartiment(, je izolace NA
zamérena na odstranéni kontaminujicich bunéénych komponent a dale pak na vlastni disociaci
nukleovych kyselin. Materidl je homogenizovan nejéastéji v pufru, ktery obsahuje chelatacni Cinidlo
(napf. EDTA - ethylendiamintetraoctova kyselina ¢i jeji dvojsodna sal) branici degradaci nukleovych
kyselin pfitomnymi nukledzami. Pro rozruseni bunéénych stén je vhodné pouZit inkubaci v dusiku a
posléze tfeni v tfeci misce Ci sklenéném hmozditku. Lze také pouzit nékteré z komeréné dodavanych
homogenizator(l. Pro rozdéleni komplexu NA - protein se do reakcéni smési pridava néjaky druh
tenzidu, napf. sodium dodecyl sulfat (SDS) (Kfemen et al., 1998). Denaturace proteinl je dosazeno
inkubaci ve vodni [azni 60 - 80 °C. K oddéleni denaturovanych protein(, lipid( a jinych slozek hrubého
homogenatu se nejcastéji pouziva fenolova nebo fenol-chloroformova extrakce. Fenol denaturuje
proteiny, rozpousti tuky a napomaha oddéleni jednotlivych fazi ziskanych centrifugaci. Spodni,
organicka faze, je tvorena fenolem nebo fenol-chloroformem, mezifazi tvofi denaturované proteiny a
zbytky bunék. Horni faze obsahuje nukleové kyseliny (Rosypal, 2000). Jednotlivé typy nukleovych
kyselin se extrahuji do vodné faze v zavislosti na hodnoté pH pouzitého pufru. Alkalicky pufr (pH 8,0)
extrahuje DNA, kdeZto pfi kyselém pH (4,5 - 6,0) se extrahuje RNA (Sambrook et al., 1989). Nezadouci
typ nukleové kyseliny Ize odstranit pisobenim pfislusné nukleazy. Nukleové kyseliny se z vodné faze
vysrazi etanolem, ptipadné isopropanolem. U&inné precipitaci nukleovych kyselin pfitomnych v
nizkych koncentracich napomaha snizeni teploty a pfidavek soli (Rosypal, 2000). Nejcastéji se pouziva
octan sodny, ddle octan amonny, octan draselny, chlorid litny, chlorid sodny, chlorid horecnaty a
dalsi (Krémar & Brichacek, 1993). Poslednim krokem izolace je shromazdéni precipitatu nukleovych
kyselin centrifugaci a rozpusténi ziskaného sedimentu ve vhodném rozpoustédle (TE, ddH,0, ddH,0 -

DEPC) (Rosypal, 2000).

2.3.4.1.2. Metoda

Pro Uspésnou diagnostiku za vyuZiti polymorfismi DNA je primarnim faktorem uUspéchu
vhodna metoda extrakce DNA. Cilem je izolovat DNA v dostatecné Cistoté, kvalité a mnozstvi pro
nasledné analyzy. Lze pouzit nasledujici metodu extrakce Uveden je postup optimalizovany a

testovany na hadatcich rodu Radopholus.
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2.3.4.1.2.1. I1zolace DNA ze suspenze hadatek ¢i jednotlivych hadatek

Izolace DNA ze suspenze hadétek je provazeno celou radou restrikci a doporuceni. Malé

mnozstvi biologického materidlu neni vidy zarukou pozitivniho vysledku ndslednych analyz DNA,

proto je nezbytné nutné minimalizovat ztraty biologického materidlu a izolované DNA v procesu

izolace na minimum. Za timto uUcelem byl optimalizovan postup izolace za pouziti hydroxy-

apatitovych kolonek, které jsou soucdsti komeréné dodavaného kitu pro izolaci sav¢i DNA (GenElute

Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit Sigma Aldrich-GN10)

1.

10.
11.
12.

13.

Suspenzi hadatek ¢i jednotlivd hadatka umistit do 1,5 ml polypropylénové mikrozkumavky
s konkdvnim dnem a to do 20 pl ddH,0.

Ptipipetovat 180 pl roztoku T a 20 pl roztoku Proteinazy K (20 mg/1 ml) inkubovat 1 h pfi 55°C.
Pridat odmérené mnozstvi (jedno plné vicko 0,2 ml mikrozkumavky) Glass Beads (G9143 Sigma
Glass beads, unwashed, pfipravenych pro izolaci DNA podle pfiloZeného protokolu) a vortexovat
20 minut na nejvyssi otacky.

Spinovat (nékolik sekund centrifugovat tak, aby se vSe co bylo na sténach mikrozkumavky
dostalo na dno) a inkubovat pfi 55°C 2 hodiny, v pribéhu inkubace 3-4 x vortexovat po 1 minuté
a spinovat.

Pridat 200 ul roztoku C a 10 minut vortexovat na maximalni otacky, spinovat a inkubovat 3
minuty pfi 70 °C.

Pripravit kolonky napipetovanim 500 ul roztoku pro ptipravu kolonek a centrifugaci pfi 12000 g 1
minutu.

Do homogenatu pridat 200 pl etanolu (etanol pro molekularni biologii Merck 1085430250),
vortexovat 30 sekund, spinovat.

Nanést homogenat na kolonku a to spolecné s Glass Beads (za timto Ucelem je vhodné pouzit
Spicky s Sirokym otvorem, a nebo jen ustfihnout Spicky bézné), centrifugovat pfi 6500 g 1
minutu. DNA je nyni zachycena na hydroxyapatitovém jadru kolonky.

Prenést klonku do nové mikrozkumavky a pridat 500 pl promyvaciho roztoku.

Centrifugovat pri 6500 g 1 minutu, prenést klonku do nové mikrozkumavky.

Pridat do kolonky 500 pl promyvaciho roztoku a centrifugovat 6500 g 1 minutu.

Prenést klonku do nové mikrozkumavky a centrifugovat pti 18000 g 3 minuty. Je nutné vysusit
jadro kolonky touto centrifugaci.

Prenést klonku do nové sterilni mikrozkumavky a pfipipetovat na stfed kolonky 100 pl eluéniho

roztoku, nechat inkubovat v laboratorni teploté 10 minut a centrifugovat pfi 6500 g 2 minuty.
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14. Do kolonky pfipitetovat dalSich 100 ul eluéniho roztoku a nechat inkubovat v laboratorni teploté
10 minut.

15. Centrifugovat pfi 18000 g 3 minuty.

16. DNA v mikrozkumavce je vhodné zkoncentrovat podle mnozZstvi hadatek pouzitych pro izolaci
DNA. K roztoku DNA pfipipetovat 2,5 x objem isopropanolu (p-lab 1 05701) a 10 % objemu DNA 3
M octanu sodného.

17. Inkubovat pfi-30°C9 - 12 hodin.

18. Centrifugovat pfi 12000 g 15 minut.

19. Supermatant odstfiknout a pfidat 100 pl 70 % etanolu mirné promichat pohyby ruky,
nevortexovat.

20. Centrifugovat pfi 12000 g 10 minut, supernatant odstfiknout a peletku susit na stole dnem
vzhiru.

21. Po vyschnuti resuspendovat peletku (nékdy ani neni vidét) v adekvatnim mnozZstvi elu¢niho
roztoku. Pro jednotlivé kusy hadatek doporucujeme resuspendovat v 5-20 pl, pro mnozstvi 10-
50 hadatek v 20-50 ul a pro mnozstvi nad 50 hadatek v 50-100 pl.

Takto pripravena DNA je pouzitelnd pro dalsi analyzy.

2.3.4.2. Polymerazova retézova reakce a jeji vyuziti pro detekci a
determinaci fytoparazitickych had'atek

2.3.4.2.1. Prehled

V letech 1983 - 1985 vyvinuli Mullis, Faloon a Saiki enzymovou vysoce uUc¢innou metodu,
kterou se in vitro exponencidlné mnozi vybrané sekvence nukleovych kyselin. Metoda se nazyva
polymerdzova retézova reakce - PCR (Polymerase Chain Reaction). Podstatou PCR je opakujici se
enzymova syntéza novych fetézcl vybranych uUsekl dvouretézcové DNA, ke které dochazi po
pfipojeni dvou primer( vazajicich se na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3’"OH-konce sméfuji proti
sobé. Jako primery se obvykle pouZivaji dva uméle pfipravené kratké oligonukleotidy o délce 18 - 30
bazi, odvozené z koncovych sekvenci DNA urcené k amplifikaci. Délka, komplementarita a pomér
purinovych a pyrimidinovych nukleotidi v primeru urcuji specifitu i reakéni podminky PCR. Reak¢ni
smés pro amplifikaci specifického fragmentu DNA je slozena z pufru (pro danou polymerazu), DNA -
polymerazy, smési deoxyribonukleotidd, dvou ¢i vice primer(, templatové DNA a MgCl,. Pfi syntéze
DNA se pouzivaji termostabilni polymerazy, které se izoluji z termofilnich organism(. Nejcastéji

pouzivana Taqg DNA polymeraza je izolovana z bakterie Thermus aquaticus a odolava teplotdm, pfi
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nichZz DNA denaturuje. Termofilni bakterie Thermus aquaticus byla objevena v termalnich pramenech
(70 - 75 °C) Yellowstonského narodniho parku v roce 1969. Velikost tohoto enzymu je 60-68 kDa a
specificka aktivita je 2000-8000 u.mg-1 bakterii. Enzymatickd aktivita Tag DNA polymerazy byla
popsdna v roce 1976 (Innis et al., 1990). Kromé DNA polymerazové aktivity ma také 5° - 3’
exonukledzovou aktivitu, postrada vsak endonukledzovou a 3" - 5’exonukledzovou aktivitu. V
soucasné dobé se také pouZivaji rekombinantni enzymy, napf. Ampli Tag DNA polymeraza ziskana
expresi genu Tag DNA polymerazy T. aquaticus v E. coli. Kromé toho byl pfipraven modifikovany
rekombinantni enzym, tzv. Stoffellv fragment, ktery se lisi od plvodniho enzymu deleci 289 N-
koncovych aminokyselin. Touto Upravou se odstrafuje 5° - 3" exonukledzova aktivita a zvySuje
termostabilita a Zivotnost enzymu. Kromé téchto polymerdaz je v soucasné dobé na trhu celd fada
dalSich polymerdaz izolovanych z rdznych bakterii (Tfl, Pfu, Dynazyme, Taq gold apod.). Vybér
polymerdzy zavisi na konkrétnim pripadu. Z praktického hlediska je rozhodujicim faktorem cena
(Kfemen et al., 1998). Standardni PCR se nejCastéji provadi v reakéni smési o objemu 25 - 50 pl.
Amplifikace DNA probiha v tepelné a chemicky inertnich (polypropylénovych) mikrozkumavkach
nebo v jamkach specidlnich desticek pro PCR (Innis et al., 1990). Syntéza DNA probiha opakované
formou 30 a vice cykll, pfi nichz se v zdavislosti na teploté reakéni smési stfidaji pravidelné tfi
nasledujici kroky:

- denaturace templdtové DNA pfri teploté 94-96 °C po dobu 15 sekund az 2 minut, pficemz se rozdéli
komplementarni fetézce DNA,

- pfipojeni primerl (annealing) k jednovlaknovym DNA fetézclm snizenim teploty na 30 - 65 °C po
dobu 30 - 60 sekund. Asociaci primer( se ohrani¢uje amplifikovana oblast ve sméru od 3’- OH koncl
na obou templatovych fetézcich. Teplota annealingu je zavisla na mnozstvi CG a AT bazi v primeru a
rovnéz na délce primeru, coZ vyplyva i ze vzorce (jeden z mnoha) pro stanoveni Ta = 2(A+T) + 4(G+C)-
5,

- polymerizacni reakce (extenze, elongace) primer( ve sméru 5" - 3" na obou retézcich obvykle pfi
optimalni teploté pro Tag DNA polymerazu (65 - 75 °C) po dobu 30 - 60 sekund. Na aktivitu Tag DNA
polymerazy ma zakladni vliv mnozstvi hofecnatych iont(l v reakci, i tento faktor patii mezi zakladni pfi
optimalizaci PCR. Krok polymerizace tedy uzavird jeden amplifikacni cyklus. Vyslednymi produkty jsou
fragmenty DNA, jejichZ konce jsou vymezeny 5°-konci primerd a jejichz délky jsou dany vzajemnou
vzdalenosti primer(. Automatické opakovani jednotlivych cykld umoznuji specidlni programovatelné
termostaty, tzv. PCR termocykléry, ve kterych lze dosahnout presné definovatelnych zmén
inkubacnich teplot béhem kratkych intervall. Kazdy z termocyklérli ma svoje specifické vlastnosti
(rychlost zmény teploty), takZe pokud je metoda PCR optimalizovana pro urcity typ, je nutné pfi
vyuZiti metody na jiném typu termocykléru program optimalizovat. VyuZitelnost PCR pro detekci a
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determinaci fytofagnich hadatek je nediskutovatelnym faktem, ktery podtrhuje i skutecnost
publikacni ¢innosti nematologl na celém svété. V pribéhu let dochazelo k vyvoji a modifikacim
zakladniho principu PCR a dnes tedy mGzZeme naleznout nové plvodni metody zaloZené na principu
PCR (RAPD, SCAR, RT-PCR, Real Time PCR, Multiplex - PCR, RD — PCR a dalsi). Mnoho praci
zabyvajicich se diagnostikou organism0 na drovni nukleovych kyselin sméfuje k populacné
konzervativnim Usek(m, ITS (Internal Transcribed Spacer) regionim v oblasti cistronu rDNA (Powers
et al., 1997, lwahori et al.,, 1998, Hoyer et al., 1998, Al-Banna et al., 1997). Tato ¢ast genomu je
osekvenovana jiz u mnoha druhi organismd. Cistron rDNA je sloZen ze tfi genl pro ribozomalni RNA
a ze dvou mezernikd, tedy ITS1 a ITS2. Tato struktura se opakuje a to radové tisicekrat (Ondrej, 1992,
Vachtenheim & Duchon, 1992). V diagnostice jsou tyto Useky vyuZivany zejména pro jejich vlastnost

populaéni stalosti v ramci rodu ¢i ¢eledi.
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2.3.4.2.2. Metoda

Snahy autoru vytvofit specifické primery pro kazdy z vybranych druhl nebyly Uspésné. Proto
byla zvolena strategie post restrikéniho Stépeni (viz. niZe) pro rozliSeni vybranych druh(. Pro detekci a
determinaci Radopholus similis na Urovni rDNA byly vybrany primery pro PCR z oblasti gent 18S a 28S
pro subjednotky ribozému. Selekce probihala se zamérenim na specifickou amplifikaci pouze pro
taxon Radopholus similis. Prvnim krokem je tedy priprava DNA fragmentu pro restrikéni Stépeni. Pro
amplifikace rDNA fragmentu Ize pouzit tyto primery (RS18 F 5 - TTGATTAGGTCCCTGCCCTTT — 3’a
R28S R 5" - AAGTTCAGCGGGTATTCACG — 3°). Primery nafedte na zasobni koncentraci 100 pmol/pul,
do reakce po-té pipetujte koncetraci 10 pmol/ul. Pro tyto primery byla optimalizovana nasledujici
reakéni smés (mastermix) a teplotni standardy pro PCR. Reakce je optimalizovana pro termocyklér
PTC-200 (BioRad).
Reakéni podminky:

Mastermix pro 25ul reakci

1. pufr pro Tag polymerazu (Fermentas) - 2,5 ul

2. MgCl,- 2,5 ul

3. Taq polymeraza (1,5 U)(Fermentas) - 0,5 ul

4. dNTP (kazdého nukleotidu 25 mM) - 0,30 ul

5. primer1l 1,0 pul

6. primer 2 1,0 ul

7. izolovana DNA (dle otestované, vhodné koncentrace) 1,0-5,0 ul

8. ddH,0 - do 25 ul doplnit

Mastermix pripravujeme vidy ve sterilnich podminkach nejlépe ve flow boxu. Pouzivame
sterilni Spicky sfiltrem, predejdeme tak problémim souvisejicim skontaminacemi. Paklize
pfipravujete mastermix pro nékolik vzorkd je vhodné jej michat v mikrozkumavce 2,0 ml po-té dobie
promichat a rozpipetovat do 0,2 ml mikrozkumavek pro PCR. DNA je vhodné pfidat do vicka pred
uzavienim mikrozkumavek a po-té spinovanim smichat s mastermixem. Ujednoti se tak okamzik
kontaktu DNA s mastermixem. Po spinovani umistime mikrozkumavky do termocykléru a spustime
program: ,,1 krok 95°C 2 minuty, 35 krokd 94 °C 1 minuta — 56 °C 1 minuta — 72 °C 1 minuta, 1 krok 72
°C 4 minuty, zavérecné chlazeni na 4 °C ,,. Po PCR je vhodné otestovat pfitomnost amplifikovanych
fragmentld pomoci agardzové horizontalni elektroforézy (viz. niZe). Koncentrace DNA je jednou
z limitnich hodnot pro Uspésny pribéh PCR. Je tedy nutné ji vénovat naleZitou pozornost. Po izolaci
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DNA z malého mnozstvi biologického materidlu jesté neni zajisténo, Ze koncentrace cilovych usekl
DNA ve vzorku bude dostatecnd pro jeji PCR amplifikaci. Sohledem na tuto skutecnost
doporudujeme v prvni fazi pfipravit testovaci PCR s riznym mnozstvim DNA pipetovanym do reakce.
Po ovéreni vhodného mnoizstvi je dalSi postup jiz jasny a ptipadny falesSné negativni vysledek

neovlivni celkovy proces diagndzy.

2.3.4.3. Agardzova elektroforéza — frakcionace fragmentl DNA ve
stejnosmérném elektrickém poli

2.3.4.3.1. Prehled

Vizualizace replikovanych fetézci NA je nutnou soucasti metod studujicich NA. Nukleové
kyseliny jsou separovany ve stejnosmérném elektrickém poli. Jako medium, ve kterém se NA
pohybuji, mlzZe slouZit agardza, ktera je vhodna pro separaci fragment( cca stovky part bazi a vice.
Agardza je linedrni polysacharid, ktery se sklada z D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy. Pro
elektroforetické ucely se pripravuje z agaru o vysokém stupni Cistoty. Nukleové kyseliny se déli
nizkonapétovou elektroforézou pfi potencidlovém spadu 5-10 V/cm délky gelu. Diky zbytkdm
kyseliny fosforecné jsou NA zaporné nabity a proto se ve stejnosmérném elektrickém poli pohybuji ke
kladnému pélu. Jejich pohyb je omezovan jejich délkou a sou¢asné hustotou gelu. Kratsi fragmenty se
pohybuji rychleji a delsi pomaleji. Pribéh elektroforézy se sleduje podle pohyblivosti prfidanych
barviv. Jako barvivo pro vizualizaci fragment( NA lze pouZit ethidium bromid (EB), ktery se vaze mezi
baze NA. Pokud je NA oznacdend EB vystavena zareni o vlnové délce 260 nm, emituje EB
oranZovocervené zareni v oblasti viditeIného svétla 560 nm. Timto zplUsobem jsou barveny zejména
agardzové gely. Lze rovnéz pouzit alternativni zplUsoby barveni jako napfiklad Syber green. Vétsina
reagencii pouzivana pro elektroforézu jsou latky zdravi Skodlivé, jedovaté atd. proto doporucujeme
oddélit na pracovisti mistnost pro praci s elektroforézou tak, aby cely proces prace s elektroforézami
probihal v uzavieném cyklu se zvySenou ochranou zdravi a prostiedi, zahrnujici pouZivani ochrannych
pomucek a likvidaci odpadd. Ethidium bromid je fazen mezi silné mutageny a proto jsou pfi praci s
nim spojena i opatfeni ochranujici zdravi laborantl i prostfedi. Zbytky pouZitého EB je nutné
likvidovat podle smérnic tykajicich se likvidace chemickych odpadt. Jednou z firem zajistujici servis na
Gzemi CR je firma HORNET.

Vzorky nukleovych kyselin s pridanym barvivem a glycerolem (Ficoll) se podvrstvuji pod

elektroforeticky pufr do jamek v gelu. Po skonceni elektroforézy, které indikuje doputovani zény
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barviva ke spodnimu okraji gelu, se nukleové kyseliny wvyzualizuji pomoci transiluminatoru

(Chrambach et al., 1987).

2.3.4.3.2. Metoda

Do mikrozkumavek odpipetujeme 5 ul produktu a pfiddme 1 ul barviva pro elektroforetickou

separaci (nanaseci barvivo — Loading dye). Barvivo kromé barev obsahuje i glycerol, ktery umoini

nandseni produktu do jamek elektroforetického gelu.

Pfiprava 1 % agardzového gelu:

1.

2
3
4,
5

Navazit poZadované mnozstvi agardzy do Erlenmayerovy banky.

Agardzu promichat s TBE pufrem.

Mirné povarit v mikrovinné troubé za prlibézného promichavani.

Zchladit pod proudem vody na 50-60 °C.

Ptipipetovat 5 % (objemu gelu) ethidium bromidu (0,5 pg/ml), opatrné zamichat a nalit
do predem pfipravené vanic¢ky s hfebenem.

Po ztuhnuti gelu hifeben vyjmout a vanicku uloZit do horizontalniho elektroforetického
aparatu.

Zalit pripravenym elektroforetickym pufrem (TBE).

Pfiprava TBE

Pfipravujeme zdsobni roztok 5x koncentrovany (uchovat ve 4°C).

Na 1 | TBE 5x pH (8,0)

TRIS-54,5¢g

Kyselina boritd - 27,5 g

EDTA-3,65¢
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2.3.4.4. Restrikcni Stépeni jako klic pro determinaci rostlinné
parazitickych hadatek
2.3.4.4.1. Prehled

Za rutinni metodou pro diagnostiku fytoparazitickych hadatek se da oznacit kombinace PCR a
restrikéniho Stépeni. Pro aplikaci této metody neni nutné specidlni vybaveni, postaci jen zakladné
vybavena molekuldrné biologicka laboratof na rozdil od naptiklad sekvenacnich technik &i technik
rekombinantni DNA. Restrikéni endonukleazy jsou plvodni bakteridlni enzymy. Nukleazy katalyzuji
hydrolyzu fosfodiesterové vazby v nukleovych kyselinach. Restrikéni endonukledzy maji jednu
zajimavou vlastnost, kterd je odliSuje od ostatnich nukledz — stépi DNA pouze v mistech se specifickou
nukleotidovou sekvenci. Proto jich Ize vyuZivat ke Stépeni genomové DNA na sadu specifickych
fragmentl. Restrikéni endonukledzy zabraruji pfenosu DNA mezi rdznymi druhy bakterii, protoze
rizné druhy bakterii syntetizuji restrikéni endonukledzy Stépici rGzné nukleotidové sekvence.
Restrikéni endonukledzy pouzivané v molekuldrni biologii pochazeji pfevainé z bakterii, a protoze
jsou jimi rozpozndvana mista na DNA kratka (obvykle 4-8 nukleotidovych pard), je vysoka
pravdépodobnost, Ze se tato mista nahodné vyskytnou v kazdé delsi molekule DNA. Proto mohou byt
tyto enzymy pouZity pro analyzu DNA z jakéhokoli zdroje. Restrikéni endonukledzy se staly béznym
pfedmétem obchodu a v dnesni dobé jsou rozesilany postou, typicky katalog firem zabyvajicich se
dodavanim téchto enzymi, obsahuje vice neZ stovku restrikénich endonukledz, pficemz kazda
rozpoznava jinou sekvenci DNA. Primérna velikost fragmentd produkovanych rGznymi restrikénimi
endonukledzami se tedy znacné lisi, coZ umoziuje nastépit dlouhou molekulu DNA na fragmenty o
délce, kterd nejlépe vyhovuje jejich dalsimu vyuziti (Alberts et al., 1998).

Restrikéni enzymy (RE) mohou byt pouZity pro Stépeni DNA v misté specifickych znamych
sekvenci. Princip spocivd v rozlozeni palindromatickych sekvenci v genomu a jejich nalezeni pomoci
restrikéni endonukledzy. Sekvence nukleotid(i, kterou RE rozpozndva, se nazyva rozpozndvaci
sekvence, nejcastéji se jedna o palindromatickou strukturu. Misto, v némz je Stépena, se nazyva
restrikéni (Perry & Wright, 1998). Zde jsou uvedeny nékteré priklady vyuZiti rDNA pro detekci a
determinaci fytoparazitickych hadatek. Usek od 3 konce genu 18S a7 po 5 konec genu 28 S byl
pouzit pro srovnani PCN (Potato Cyst Nematodes) ze dvou kontinent( (Ferris et al., 1995). Stejné tak i
v nasledujici praci se jednalo o populacni studii zamérenou na G. pallida, G. rostochiensis, G. virginae
(Marks & Brodie, 1998). Pro studium fylogeneze izolatl B. xylophilus a B. mucronatus bylo pouzito
sekvenéni analyzy ITS rDNA a byly zde nalezeny mutace, které je moiné vyuZit pro konstrukci

fylogenetickych strom0 (lwahori, 1998). Na =zdakladé studia rDNA byly nalezeny restrikcni
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endonukledzy, které je mozné pouZit pro diferenciaci péti druhl z rodu Bursaphelenchus tato metoda

restrikéniho mapovani byla optimalizovdna pro nékolik desitek druh( (Hoyer et al., 1998).

2.3.4.4.2. Metoda

Byly vybrany restrikéni endonukledzy, které charakterizuji motivem vzniklych fragmenta R.
similis. Takovéto restrikéni mapovani je pouZivano vtadé jinych pfipadl jako relevantni sekvencni
charakteristika daného fragmantu dsDNA. V pfipadé molekuldrni diagnostiky hadatek rodu
Bursaphelenchus se pouziva sada péti enzym0. Pro Ucely determinace R. similis bylo vytypovano 7
restrikénich endonukleaz BstXI (1), EoNI (2), Taql (3), BseMlI (4), Pstl (5), Hpal (6), Alul (7).

1. 10 ul PCR produktu napipetovat do 12 mikrozkumavek 0,2 ml.

2. Pfipipetovat 5 pl ddH,0 a 2 pl pufru pro dany enzym (lze také pouZzit univerzalni pufr
dodavany vyrobcem enzymu).

3. Pfipipetovat 1 pl enzymu.

Inkubujeme v pfedepsané teploté (37°C nebo 60°C) po dobu dvou hodin. V pfipadé 60 °C

doporucujeme pouzit termocyklér s vyhfivanym vickem tak aby nedochazelo k odpatrovani

smési, je rovnéZz mozné pridat 20 pl mineralniho oleje pro PCR (Sigma — M5904). Produkty

restrikéniho Stépeni separujeme na 1,5 - 1,8% agardzové horizontdIni elektroforéze. Ziskané

fragmenty (motivy bandl) porovname s ndsledujicimi markery (P- neStépeny produkt,

produkty stépeni restrikénimi endonukledzami BstXI (1), EoNI (2), Taql (3), BseMI (4), Pstl (5),

Hpal (6), Alul (7)).
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3. Srovnani ,,novosti postuput“

V predlozené metodice jsou uvedeny uplatnitelné postupy pro detekci a determinaci hadatek
rodu Radopholus similis. Sou¢asnd metodické postupy diagnostiky téchto hadatek jsou zaméreny
pouze na morfometrickou komparativni diagnostiku. V tomto ohledu je existence novych funkénich a
aplikovatelnych metod diagnostiky na drovni nukleovych kyselin jedinou moznosti, jak potvrdit, nebo
vyvratit vysledky diagnostickych metod doposud pouzivanych. Jako novum lze tedy oznacit nové
optimalizované metody diagnostiky hadatka rodu Radopholus similis na Urovni CAPS markerQ.
V metodice jsou rovnéz uvedeny optimalizované postupy extrakce hadatek z rostlinného materialu,
pfiprava trvalych i nativnich preparat( a ve srovnani s publikovanymi pracemi se jedna o postupy ,de
novo“. V neposledni fadé Ize uvést, 7e v CR se jedna o prvni praci tohoto druhu a rozsahu. Moznost
pfimé konzultace ¢i ziskani praktickych zkuSenosti na pracovisti poskytovatele je nejen mozn3, ale i

Zadouci. Tato skute¢nost dava dobré predpoklady pro vyuZiti metodiky v praxi.

4. Zaver

Tato metodika je uréena pro organisace na Uzemi CR zabyvajici se vyzkumem ¢&i aplikaci
vysledk(l vyzkumu do praxe a to na urovni ochrany rostlin. Jedna se na prvnim misté o Statni
rostlinolékarskou spravu, dale pak o Vyzkumny Ustav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi
Prihonice. Metodika bude vyuZita jako soucast zavedenych laboratornich postup(. V pfipadé zajmu

dalSich organizaci budou uzavieny i dalsi smlouvy o vyuziti metodiky.
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Zakladni morfometrické charakteristiky R. similis , fotodokumentace.

Perokresba prevzata z Ryss 1988. 1,2,6 -samicka, 1- hlavova ¢ast, 2 — ocas, 6 — hlava zobrazend
pomoci skanovaciho elektronového mikroskopu, 3-5 samec, 3 — hlavova ¢ast, 4 — ocas, 5 — samec
v kutikule larvy 4. vyvojového stupné.
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R. similis samicka hlavova cast.

R. similis samicka vulvalni ¢ast.



R. similis samicka ocas.

R. similis samec hlavova cast.



R. similis samec zakonceni ocasu.

R. similis samec spikula.




R. similis samec bursa copulatrix.



Ptiznaky napadenych kofenl bananovniku a rostlina s ptiznaky chfadnuti.
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