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1. Uvop

Ochrana vysadeb ovocnych dievin pted patogennimi fytoplazmami a jejich vektory je
zalozena na provadéni preventivnich opatieni, mezi néz patii likvidace zdrojui fytoplazem a
monitoring vektor a pfipadna ochrana proti nim v mnozitelskych porostech a produkcnich
vysadbach. Mezi vektory prenasejici fytoplazmy fadime zastupce bodaveé savého hmyzu, mer
rodu Cacopsylla. Cacopsylla picta a C. melanoneura jsou pienaSeci fytoplazmy proliferace
jabloné (‘Candidatus Phytoplasma mali'); C. pruni je vektorem fytoplazmy evropské Zloutenky
peckovin (‘Candidatus Phytoplasma prunorum’), kterou $ifi mezi hostitelskymi rostlinami rodu
Prunus; C. pyri, C. pyricola a C. pyrisuga jsou vektory fytoplazmy chfadnuti hrusné
(‘Candidatus Phytoplasma pyri'). C. mali sice saje na jablonich, nicmén¢ fytoplazmu proliferace
jablon¢ nepienasi (Tedeschi a Alma 2004, Riedle-Bauer et al.2022). V soucasnosti
vV podminkach méniciho se klimatu je nutné aktualizovat informace o vyskytu fytoplazmoéz a
jejich vektori ve Skolkach i vysadbach ovocnych dievin. Ukazuje se, ze vektorovy druh, jeho
infek¢nost a geneticka struktura populace ovliviiuji epidemiologické cykly a nésledné i
ekonomickou skodlivost fytoplazem. Protoze infikované dieviny neni mozné 1é¢it, poskytuje
monitoring vektorovych druhti rodu Cacopsylla informace o piitomnosti pfenasect v ovocnych
Skolkach a produkénich vysadbach a umoziuje cilenou kontrolu jejich vyskytu. Z toho divodu
je pottebna rychla a spolehliva identifikace vektorovych druhtt mer, které se vyskytuji
v ovocnych porostech. Identifikace mer pomoci morfologickych rozliSovacich znakid je
problematicka vzhledem k podobnosti nékterych druhit mer a mize byt nachylna k chybam.
Metodika piedklada specifickou a rychlou metodu real-time PCR zaloZenou na detekci oblasti
mitochondrialniho genu podjednotky I cytochrom oxidazy (COI) pro molekularni identifikaci
Sesti druht rodu Cacopsylla, jakozto vektort fytoplazmy (vyjma C. mali) vyskytujicich se
v produk¢nich sadech.

2. CIL METODIKY

Cilem metodiky je poskytnout spolehlivy systém pro determinaci vybranych druhti rodu
Cacopsylla, a to C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga, vektora
fytoplazem zpiisobujicich onemocnéni u ovocnych dievin. Navrzena metodika je zaloZena na
principu real-time PCR a umoznuje molekularni determinaci Sesti druhd mer bézné se
vyskytujicich v Ceské republice. Determinaéni systém lze pouzit primarné pro uréovani druhd
mer v ovocnych sadech bez potiebnych dlouholetych entomologickych zkuSenosti, anebo pro
konfirmaci identifikace jedinct na zakladé specifickych morfologickych znakt. Metodiku lze
také vyuzit pro specifickou determinaci larvalnich stadii mer, jejichz identifikace je pouze na
zakladé morfologickych kritérii problematickd. Vyuziti metodiky se piedpoklada zejména
Vv rostlinolékatstvi — v odborech diagnostiky skodlivych organismi rostlin, dale pro védecké a
vyzkumné ucely v oblasti ochrany ovocnych druhGt vic¢i témto vektorim. Diky vcasné
a spravné identifikaci Skiidci mohou byt sadati schopni minimalizovat nejenom produkéni, ale
i finan¢ni ztraty. DalSim kladem je umoznéni cileného pouziti insekticidnich piipravki na
ochranu ovocnych drevin, a tedy moznost snizeni jejich dopadu na Zivotni prosttedi.



3. VLASTNI POPIS METODIKY

Pouziti metodiky piedpoklada zakladni znalosti principt molekularné-biologickych
metod a spravné laboratorni praxe V laboratoii molekularni biologie. Metodika byla testovana
s pouzitim konkrétnich reagencii, souprav a pftistrojit (viz nize), odbornik v oboru vsak bude
schopen metodiku verifikovat pro konkrétni vybaveni laboratoie a pouzivané laboratorni
reagencie.

3.1 Popis systému pro molekuldrni determinaci mer

Metodika real-time PCR identifikace druhi rodu Cacopsylla ma dva subsystémy —
specificka detekce vybranych druhi mer a univerzalni detekce mer. Specificka detekce
umoziuje piimo uréit Sest druhti mer vyskytujicich se v ovocnych sadech: C. mali,
C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga. Systém univerzalni detekce mer byl
navrzen tak, aby byla umoznéna detekce doposud popsanych druhti mer rodu Cacopsylla,
jejichz sekvence jsou ulozeny v databazi GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) nebo byly
ziskany na pracovisti autort. Univerzalni detekéni systém tedy slouzi pro kontrolu kvality
predchazejicich procesti (homogenizace, izolace DNA, ptiprava PCR), protoze by vzdy mé¢l
poskytovat signal, pokud je pfedmétem analyzy skute¢né mera rodu Cacopsylla. Mery, které
nebyly identifikovany pomoci specifické detekce, mohou byt stale determinovany naslednou
sekvenacni analyzou COI genu.

Metodika je primarné urCena pro determinaci jednoho jedince mery, piipadné vice,
u kterych se piedpoklada, Ze jsou stejného druhu. Z principu lze metodiku také pouzit pro

uréovani riznych druht mer ve smési, pro tento ucel vSak nebyla validovdna a potencialni
uzivatel si musi ovéfit vykonnostni parametry metody.

3.1.1 Navrh primeri a sond detekéniho systému

Specificita primert a sond byla zajisténa ve tiech krocich. Pro ucely determinace mer
byly vybrany pouze takové sondy a primery, které vykazovaly nejvyssi specificitu a nevedly
k falesné pozitivnim detekcim u necilovych druhtt béhem 35 PCR cykla.

A) Specificita definovana in silico

Prvotni analyzy mély za cil najit takovou oblast pro navrh primerti a sond, kterd je
i) specifickd pro dany druh mery; ii) zaroven konzervovana u daného druhu mery;
a iii) dostatecné odlisna od vSech ostatnich necilovych sekvenci. Pro analyzu byl vybran gen
podjednotky I cytochrom oxidazy (COI), ktery se bézné vyuziva pro fylogenetické studie a
k molekularni identifikaci (tzv. DNA-barcoding) Zivoéichu, a k dispozici je tak rozsahla sbirka
sekvenci z mnoha druhi véetné zastupci rodu Cacopsylla.

Pro vybér vhodné oblasti pro ndvrh primert byla provedena multiple-alignment analyza
dostupnych sekvenci u C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga a
dalsich druht rodu Cacopsylla. Pfi vybéru vhodné cilové oblasti v tomto genu se primarné
piihlizelo k tomu, aby tento tsek byl specificky pro dany druh Cacopsylla. Navrzena oblast
byla dale analyzovana pomoci Basic Local Alignment Search Tool (BLAST;
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) s cilem zjistit homologii této oblasti u piibuznych
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i nepiibuznych druhtt hmyzu. V definovanych oblastech bylo poté navrzeno nékolik
zkuSebnich part primert (software Geneious Prime; Biomatters Ltd.).

B) Specificita ovétena na syntetickych standardech

Pro vybrané druhy mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga
byly navrzeny syntetické standardy, které maji stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR
amplifikaci. Pomoci téchto syntetickych standardi (typ Ultramer®; Integrated DNA
Technologies, Inc.) byla ovétena specificita navrzenych primera a sond a byly optimalizovany
reakéni podminky.

C) Specificita ovéiena na vzorcich rodu Cacopsylla

V dalsim kroku byla specificita primerta otestovana na souboru 176 vzorkt mer, ktery
zahrnoval jak cilové druhy, tak i jiné zastupce mer (napi. C. brunneipennis, C. crataegi,
C. pyricola). Mery pochazely z ¢erstvych odchyti (2021, 2022) nebo byly vyuzity vzorky mer
z ptedchozich let, které byly uchovavany v etanolu (2006-2012). Jedinci byli odchyceni
V produkcnich vysadbach merunék, jabloni a hrusni na jizni Moravé a Vv okoli Holovous
(determinace P. Lauterer a autofi metodiky). Druhy byly jednozna¢né charakterizovany
sekvenacné s vyuzitim primerit LCO1490 (5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") a
HCO2198 (5-TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA-3") (Folmer et al. 1994). Vybrané
overené sondy a primery byly pouzity v dalSich krocich.

3.1.2 Seznam primeru a sond pouZzitych pro detekci Cacopsylla spp.

Univerzalni detek¢ni systém

Forward primer 1:  TCAGAACTAATCACAARACTATTGG
Forward primer 2:  TAAGAACTAACCAYAAAAYTATTGG
Reverse primer 1: ~ TAAATTTGRTCRTTYATTAARACAGG
Reverse primer 2. TAAATTTGGTCATTTATTAAGACGGG
Sonda 1: TTAAGACARTCYTCCCCYGT

Sonda 2: TTAAGACAATCCTCTCCTGT

Sondy oznaceny fluoroforem 6-FAM.

Specificky detekéni systém

C. mali: Forward primer: CTAGTTCCATCTCTTTATCTTCTCTT
Reverse primer: ACTGTGAAATATAGAATTAGATAGGG
Sonda: AAGGAGTTGGTACAGGATGAACA

Sonda oznacena fluoroforem HEX/VIC.
C. melanoneura: Forward primer: GATTCCCTCTCTCTAYCTTCTC
Reverse primer: CTGTGAAATATCGAGTTGGATAGAG

Sonda: AAGGTGTTGGAACTGGTTGAACT
Sonda oznacena fluoroforem HEX/VIC.
C. picta: Forward primer: GATYCCGTCTCTTTATCTTCTT
Reverse primer: CTATGGAACATAGAATTAGACAGTG
Sonda: AAGGTGTCGGAACAGGATGAACA

Sonda oznacena fluoroforem HEX/VIC.
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C. pruni: Forward primer: AATCCCATCTCTTTACCTCCTTTT
Reverse primer: ACTGTGGAATATAGAATTAGATAGGG

Sonda: AAGGAGTAGGGACAGGTTGAACT
Sonda oznacena fluoroforem HEX/VIC.
C. pyri: Forward primer: AATCCCCTCTTTGTATCTACTTTT
Reverse primer: ACTGTGAAATATTGAATTAGAAAGGG
Sonda: AAGGAGTAGGAACTGGTTGAACT
Sonda oznacena fluoroforem HEX/VIC.
C. pyrisuga: Forward primer: ATYCCATCTCTTTACCTTCTTTT
Reverse primer: ACTATGGAATATAGAGTTAGACAACG
Sonda: AAGGTGTTGGGACAGGTTGAACC

Sonda oznac¢ena fluoroforem HEX/VIC.

Systémy pro identifikaci jednotlivych druhti mer byly navrzeny tak, aby je bylo mozné
Vv ptipadé potieby zkombinovat do multiplexni real-time PCR reakce, ¢ehoz lze dosahnout
vhodnou kombinaci fluoroforti pro jednotlivé sondy. Lze tak kombinovat systém pro vybranou
skupinu mer (napf. mery hrusnovych sadil) nebo univerzalni detekci mer se specifickou detekci
konkrétniho druhu.

3.2 Postup determinace mer rodu Cacopsylla metodou real-time PCR

Vlastni postup identifikace vybranych druhti rodu Cacopsylla pomoci real-time PCR lze
rozdélit do tiech fazi:
» Pre-analyticka faze (odchyt hmyzu a jeho ptijem do laboratofe, uchovani do doby
analyzy)
» Analyticka faze (zpracovani vzorki hmyzu v laboratofi, homogenizace, izolace DNA,
sestaveni PCR reakce)
» Post-analyticka faze (vyhodnoceni a intepretace vysledk)

3.2.1 Pre-analyticka faze

Pro molekularni determinaci mer se doporucuje provést jejich odchyt pomoci
sklepavadla nebo sitky. Po odchytu se mery vlozi do vzorkovnice, ktera obsahuje 96% c¢isty
etanol. Takto zakonzervované vzorky je mozné okamzité zpracovat v laboratoti nebo uchovat
pfi teploté -20 °C do doby zpracovani.

3.2.2 Analyticka faze

Vlastni analytické faze se provadi ve dvou krocich:
> lzolace DNA
» Real-time PCR detekce

3.2.2.1 lzolace DNA
Metodika vyuziva nasledujiciho postupu a reagencii pro izolaci DNA:



» Homogenizace hmyzich tkani se provadi mechanickou homogenizaci
vysokorychlostnim tfepanim za pouziti sklenénych perli¢ek BashingBeads™ pomoci
pristroje TissueLyser (vyrobce Qiagen).

» Vlastni izolace DNA se provadi pomoci komeréné¢ dodavaného izola¢niho Kitu
Quick-DNA™ Tissue/Insect Miniprep Kit (ZYMO RESEARCH; k.¢. D6016; dodava
Forenzni DNA servis, s.r.0.) na bazi kolon. Postupuje se podle navodu vyrobce.

» Specifikace kitu a typické vytézky dle vyrobce (Tabulka 1.):

Tabulka 1. Specifikace Quick DNA Tissue/Insect Miniprep Kitu dle vyrobce Zymo Research

Specifikace Quick-DNA™ Tissue/Insect
Typ izolace Kolonova
Maximalni mnozstvi vychoziho vzorku ~ 50 mg hmyzu (Cerstvy, zmrazeny nebo
konzervovany)
Maximalni objem kolony ~800 pl
Minimalni elu¢ni objem 35l
Maximalni vazebna kapacita ~25ug

» Typicky vytézek DNA z 1 mery (Cacopsylla sp.) je 0,31 pg (vlastni laboratorni
vysledky, pramér z vice jak 200 izolaci).

» lIzolace byla Gspésné vyzkouSena i na nymfach C. melanoneura stadia 2 (2 vzorky) a
stadia 4-5 (2 vzorky).

» Izolovana DNA by méla mit ¢istotu (hodnota poméru absorbanci A260/A280) cca 1,8.
Pokud je pomér niz8i nebo vyrazné€ vyssi, nelze vyloucit negativni dopad na citlivost
analyz.

» Purifikovanou DNA je mozné pro dalsi analyzy dlouhodobé skladovat pii < -20 °C.

» lzolace DNA probiha v prostorach k tomu urcenych v ramci laboratofe molekularni
biologie (pre-PCR area) v souladu s principy spravné laboratorni praxe.

» Vsechny centrifugaéni kroky se provadéji ve stolni centrifuze s rotorem pro 2ml
mikrozkumavky pii pokojové teploté, pti otackach 10 000 g nebo 8 000 g dle postupu.

» Pred praci je nutné se seznamit s bezpecnostnim listem beta-mercaptoethanolu. Pti praci
S beta-mercaptoethanolem (98%) pouzijte digestof a urené ochranné pracovni
pomiicky a odévy.

» Pted prvnim pouzitim izola¢niho kitu je nutné ptidat beta-mercaptoethanol (98%; neni
soucasti kitu) k pufru ,,Genomic Lysis Buffer* podle udaji uvedenych v navodu nebo
na lahvic¢ce. Po pfidani se na lahvicce Citelné vyznaci, ze beta-mercaptoethanol byl
piidan. Pracovnik, ktery s kitem pracuje jako prvni, oznaci vSechny lahvicky svym
jménem a datem otevieni.

> Pred zatatkem vlastni izolace protiepejte pufr ,,BashingBead™ Buffer.

» Pred zaCatkem vlastni izolace zkontrolujte, zda v pufru ,,DNA Pre-Wash Buffer*
nejsou srazeniny. Pokud ano, umistéte lahvicku s pufrem na vyhfivany blok a
rozpoustéjte je pii 30—37 °C po dobu 30 minut, poté pufr protiepejte.



Pracovni postup

1. Jedinec hmyzu (pfipadné vice jedinci o maximalni hmotnosti 50 mg) se vlozi do
zkumavky s perlickami o velikosti 2 mm ,,ZR BashingBead™ Lysis Tube (2.0 mm)*
a pfida se 750 ul pufru ,,BashingBead™ Buffer«.

2. Zkumavka se ponecha tfepat v homogenizatoru po dobu 5 minut pfi maximalni
frekvenci 30 Hz a poté se centrifuguje 1 minutu pti 10 000 g.

3. 400 ul lyzatu se pienese na kolonu ,,Zymo-Spin™ I11-F Filter se sbérnou zkumavkou
a centrifuguje se 1 minutu pti 8§ 000 x g.

4. K ziskanému filtratu ve sbérné zkumavce z kroku 3 se piida 1 200 ul ,,Genomic Lysis
Buffer® pufru a smés se promicha opakovanym protazenim Spickou pipety.

5. 800 pul smési z kroku 4 se prenese na kolonu ,,Zymo-Spin™ IICR Column se sbérnou
zkumavkou a centrifuguje se 1 minutu pti 10 000 x g. Protekla tekutina se vyleje, hrany
sbérné zkumavky se otfou bunicitou vatou. IICR kolona se opét vrati do sbérné
zkumavky.

6. NalICR kolonu se nanese zbytek smési. Centrifuguje se 1 minutu pii 10 000 % g. Sbérna
zkumavka s proteklou tekutinou se zlikviduje a IICR kolona se nasadi do nové sbérné
zkumavky.

7. Nakolonu IICR s novou sbérnou zkumavkou se piida 200 ul ,,DNA Pre-Wash Buffer
pufru a centrifuguje se 1 minutu pti 10 000 x g.

8. Nakolonu IICR se sbérnou zkumavkou se piida 500 ul ,,g-DNA Wash Buffer pufru a
centrifuguje se 1 minutu pti 10 000 x g. Sbérna zkumavka s promyvacimi pufry se
zlikviduje. Kolona IICR se vlozi do 1,5 ml zkumavky.

9. Na matrici IICR kolony se pfida 100 pl (minimalné 35 ul) ,,DNA Elution Buffer* pufru
a centrifuguje se 30 sekund pii 10 000 x g.

10. Orientacni Cistota a koncentrace izolované DNA se stanovi pomoci spektrofotometru.

11. Eluovanou DNA je moZné pouZit pro dalsi aplikace nebo zamrazit v < -20 °C.

Existuji i dalSi zpisoby homogenizace (napf. v tekutém dusiku) a izolace DNA
z hmyzu, ptipadné nedestruktivni metody izolace DNA zachovavajici exoskelet hmyzu pro
pozdéjsi determinaci dle morfologie (napft. s vyuzitim proteinazy K; Cho et al. 2019), ty vSak
nebyly v ramci metodiky testovany, a potencialni uZivatel si bude muset tyto postupy
verifikovat v podminkach své laboratote.

3.2.2.2 Real-time PCR detekce
Uvod

Metodika je ur¢ena pro detekci druhtt mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni,
C. pyriaC. pyrisuga pomoci real-time PCR. Vlastni detekce je zaloZena na pouziti specifickych
primerQ a sond. Detek¢ni systém byl optimalizovan pro real-time PCR cykler Rotor-Gene Q
(Qiagen). Nize uvedeny postup byl také ovéfen s pouzitim real-time PCR cykleru Roche
LightCycler 480 (Roche Diagnostics). Vzhledem k rozmanitosti v laboratotich pouzivanych
real-time PCR cyklerti, PCR reagencii, analyzac¢nich software a dalsich faktori je nize uvedeny
postup pouze ukazkovy a odbornik v oboru si tento postup prizptisobi ke konkrétnim
podminkdm technického a materidlniho vybaveni laboratote.



Sestaveni vlastni real-time PCR reakce

>
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Piiprava PCR reakce probihd v prostorach k tomu urcenych vramci laboratoie
molekularni biologie (PCR area) s vyuzitim PCR boxt a v souladu s principy spravné
laboratorni praxe.
Pridavani syntetickych pozitivnich kontrol probih4 vyhradné v mistnosti post-PCR area.
Pro pipetovani se pouzivaji Spic¢ky s filtrem.
Pro vlastni PCR byl pouzit gPCR 2x Blue Master Mix (Top-Bio).
Vsechny PCR komponenty se pfed zahdjenim prace vyjmou z mrazni¢ky a nechaji se
roztat pii pokojové teplot¢.
Pied pouzitim je vhodné PCR komponenty promichat kratkym vortexovanim a poté
kratce stocit na minicentrifuze.
Pro zajisténi validity vysledkil se pouziva systém minimalné nésledujicich kontrol:
o Kontrola bez ptidané DNA (No-Template Control; NTC)
Jedna se o kontrolu bez pfidani vzorku. Tato kontrola se pouziva vzdy u kazdého
testovani.
o Pozitivni kontrola
Zpravidla se jednd o syntetickou pozitivni kontrolu o znamé koncentraci.
o Interni kontrola kvality izolované DNA, interni pozitivni kontrola (IPC)
Jako IPC muze slouzit systém pro univerzalni detekci mer, ktery by mél
poskytovat pozitivni signal pro druhy rodu Cacopsylla. Tento test je vhodné
provadét ke kazdému analyzovanému vzorku.

Fhhhhkhkhkkkhkhkhkhhhhhkhkhkhkkhkhkhhrrhhhrhkhkhkhhihrrhirhrhhhhhirrhhhhhhhiirrhikhhhhhiiiriiiikixd

1. VPCR boxu se do vychlazeného stojanku pfipravi potiebny pocet 0,1ml stripii véetné
mikrozkumavek pro NTC (kontrola bez ptidané DNA) a syntetickou pozitivni kontrolu.

2. Podle poctu vzorkd a michanych typli PCR se do stojanku ptipravi 1,5ml mikrozkumavky,
do kterych se pfipravi adekvatni mnozstvi PCR mastermixu dle rozpisu (Tabulka 2. a 3.).

Tabulka 2. Rozpis pro univerzalni detekci mer rodu Cacopsylla.

Rod Cacopsylla, univerzalni detekce  Na 1 vzorek Finalni koncentrace

PCR voda 6,78 ul

Forward primer 1 (50 uM) 0,2 ul 05 uM
Forward primer 2 (50 uM) 0,2 ul 05 pnM
Reverse primer 1 (50 uM) 04 ul 1 pM
Reverse primer 2 (50 uM) 0,2 ul 05 uM
Sonda 1 (50 uM) 0,13 ul 0,325 uM
Sonda 2 (50 uM) 0,09 ul 0,225 uM
gPCR 2x Blue Master Mix 10 ul 1x
Celkem 18 ul
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Tabulka 3. Rozpis pro specifickou identifikaci druht mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C.
pruni, C. pyri a C. pyrisuga.

Specificka identifikace vybranych druhtt Na 1 vzorek Finalni konc.

PCR voda 7,52 ul
Druhové-specificky forward primer

(50 uM) 0,2 ul 0,5uM
Druhové-specificky reverse primer

(50 uM) 0,2 ul 0,5uM
Druhové-specificka sonda (50 uM) 0,08 wl 0,2uM
gPCR 2x Blue Master Mix 10 uw 1x
Celkem 18 ul

Pripraveny mastermix se kratce vortexuje a kratce se centrifuguje.

Mastermix se rozpipetuje do PCR stripi po 18 ul.

K mastermixu se postupné pipetuji 2 ul DNA testovaného vzorku.

Po uzavieni v§ech zkumavek se vzorky DNA s NTC kontrolou v post-PCR mistnosti ptidaji
2 ul syntetické pozitivni kontroly.

Po zapnuti cykleru Rotor-Gene Q se ptipravi teplotni profil s nasledujicimi parametry:

Rod Cacopsylla, univerzalni detekce

1 cyklus: 94 °C 5 min

35 cyklu: 94°C20s
54°C 20s (Cteni 6-FAM v zeleném kanalu)
72°C20s

Specificka detekce C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga

1 cyklus: 94 °C 5 min

35 cyklu: 94°C20s
58°C20s (¢teni HEX/VIC ve zlutém kanalu)
72°C20s

e Pro pouzité fluorofory se doporucuje nastavit ,,Gains* na nasledujici hodnoty.
Green: 6,00; Yellow: 6,33
Jedna se pouze o orienta¢ni hodnoty, pfesné nastaveni si musi uZivatel provést
sam b&hem prvnich tii cykld nebo po prvnim béhu dle navodu vyrobcee.

e Cely proces amplifikace trva ptiblizné 1 hod 30 min.

e Pro specifickou detekci je mozné pouzit i teplotni profil pro univerzalni detekci
se ¢tenim ve Zlutém kandlu, nelze vSak vyloucit pozorovani velmi slabé
nespecifické reakce.

e Délka PCR amplikonu pro univerzalni detekci Cacopsylla spp.: 139 bp
Délka PCR amplikonu pro specifickou detekci C. mali, C. melanoneura,
C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga: 105 bp

e V pfipadé potieby je mozné vysledné PCR produkty uchovévat pii teploté
< -18 °C po dobu minimaln¢ jednoho roku.
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Poznamka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru

Uzivatelé jinych real-time PCR cyklerti nez Rotor-Gene Q se musi pied objednanim
sond (detek¢niho kitu) seznamit s moznostmi detekce riznych fluoroforti na svém PCR cykleru
a S moznostmi ptislusného analyza¢niho softwaru. Déle je nutné posoudit moznosti pfistroje
pro pfipadné multiplexovani a naprogramovat prislusny teplotni PCR protokol.

3.2.3 Post-analyticka faze

V této fazi se vyhodnocuji vysledky a na zaklad¢ vSech dostupnych informaci se provadi
jejich interpretace.

Kritické body post-analytické faze, na kter¢ je tieba zvlasté dbat:
» Spravné vyhodnoceni systému kontrol zajist'ujicich validitu vysledka.

3.2.3.1 Vyhodnocovani, analyza dat
Vyhodnoceni PCR béhu u ptistroje Rotor-Gene Q

Pro vyhodnoceni PCR béhu se pouziva identicky software jako pro ovladani cykleru.
Ptesny postup vyhodnocovani riznych typli experimentt je uveden v ptirucce vyrobce cykleru
nebo piimo v napoveéde tohoto softwaru.

Po ukonéeni béhu se provede vyhodnoceni s ode¢tenim hodnoty Ct. Pouzité parametry:

Dynamic tube: ANO
Slope correct: ANO
Ignore first: Fakultativné. Doporucuje Se pouzit v piipadech, kdy

fluorescence béhem prvni cca 10 cykla vykazuje prubéh
ve tvaru pismena ,,U*“. Zpravidla se stavd v oranzovém
kanalu pro sondy znacné ROX.

Threshold: 0,01

Eliminate cycles before: Dle potieby
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Obrazek 1. Ukazka vystupu univerzalni detekce mer rodu Cacopsylla z ptistroje Rotor-Gene
Q (neanalyzovana data)

- Cacopsylla sp.
L NTC

Obrazek 2. Ukazka vystupu specifické detekce jednotlivych druhti mer z ptistroje Rotor-Gene
Q (neanalyzovana data)
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Vyvhodnoceni systému kontrol kvality

Negativni kontrola

Negativni kontrola ptfedstavuje PCR reakci bez pifidaného templatu (DNA), tzv.
netemplatovand kontrola (NTC). NTC by méla byt za vSech okolnosti u kazdého PCR b&hu
negativni.

Pozitivni kontrola

Pro kontrolu kvality PCR reakce se pouzivaji dva typy kontrol. Pozitivni kontrolu mize
piedstavovat jiz diive charakterizovany vzorek nebo zpravidla synteticky standard, ktery ma
stejnou sekvenci jako cilové misto pro PCR amplifikaci. Pozitivni kontrola piedstavuje
referenéni material s definovanym rozpétim hodnot Ct, ve kterém se pii zohlednéni
reprodukovatelnosti metody musi nalezy pohybovat u kazdého PCR béhu bez ohledu na osobu
provadéjici analyzu.

Interni kontrola kvality (IPC)

Interni kontrola kvality (IPC) slouzi ke dvéma ucelim: kontrola kvality izolace DNA a
zaroven jako kontrola pfipadné inhibice. Technicky se jedna o detekci specifického useku
mitochondrialniho genu COI pro rod Cacopsylla a musi pro kazdy vzorek mery vyjit pozitivni
s Ct hodnotou v ur¢itém rozmezi. Doporucuje se proto hodnoty Ct dlouhodobé sledovat,
protoZze pro obdobné vzorky byvaji hodnoty pii standardnich podminkach velmi podobné.

Dalsi kontroly

Pro kontrolu pfipadné kontaminace reagencii pouzivanych pro izolace DNA lze
doporucit zafazeni tzv. extrakéni kontroly, kdy se provede izolace bez vzorku hmyzu. S touto
kontrolou se poté pracuje jako se vzorkem. Extrakéni kontrola by méla byt za vSech okolnosti
u kazdého PCR béhu negativni.
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3.2.4 Priklady vyuziti systétmu pro determinaci mer ovocnych stromi, interpretace
vysledki

Vsechny systémy pro determinaci mer byly testovany na rozsahlém souboru mer, jejichz
druhova identita byla urCena na zaklad¢ typickych morfologickych znakl a nasledné také
ovétena na zékladé sekvencni identity parcidlni sekvence COI genu se zndmymi sekvencemi
jednotlivych druhti v databazi GenBank. Celkem bylo v ramci vyvoje systému otestovano 176
jedinc mer, z toho 26 mer (15 %) nebylo pfedmétem cilené identifikace. U vSech vzorku byl
zaznamenan pozitivni vysledek s vyuzitim univerzalniho detekéniho systému (Tabulka 4.).
Primérné Ct hodnoty se pohybovaly od cca 17 do 24.

Tabulka 4. Vysledky pouziti univerzalniho detekéniho systému pro detekci mer rodu Cacopsylla.
Morfologicky a sekvenéné nezafazené druhy mer jsou oznaceny jako Cacopsylla sp. (A-C). Druhy mer,
pro které byly vyvijeny cilené detekéni systémy, jsou zelené podbarveny.

—~ | Pozitivnich
[
g ()
£ | Cacopsylla
2 | univerzalni
2 | detekece
Druh = gPCR O Ct
Cacopsylla mali 25 25 18,00
Cacopsylla melanoneura 25 25 19,74
Cacopsylla picta 25 25 19,74
Cacopsylla pruni 25 25 17,13
Cacopsylla pyri 25 25 19,47
Cacopsylla pyrisuga 25 25 18,98
Cacopsylla brunneipennis 5 5 19,97
Cacopsylla crataegi 2 2 23,95
Cacopsylla pyricola 9 9 22,72
Cacopsylla sp. A 3 3 21,12
Cacopsylla sp. B 4 4 19,63
Cacopsylla sp. C 3 3 17,91
Celkem | 176 | 176 (100 %)
Z toho necilové druhy mer | 26 | 26 (100 %)

Soubor mer byl testovan pomoci specifickych identifikacnich systémti pro mery
napadajici primarné jabloné (Cacopsylla melanoneura, Cacopsylla mali, Cacopsylla picta)
(Tabulka 5.), hrusné¢ (Cacopsylla pyri, Cacopsylla pyrisuga) (Tabulka 6.) a meruiiky
(Cacopsylla pruni) (Tabulka 7.). Ve vSech ptipadech byly identifikovany pouze vSechny cilové
mery, takze dané real-time PCR systémy jsou za pouzitych testovacich podminek 100%
specifické a lze je vyuzit pro molekularni determinaci mer ovocnych stromd.
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Tabulka 5. Vysledky pouziti specifického identifika¢niho systému pro mery napadajici primarné
jabloné (Cacopsylla melanoneura, Cacopsylla mali, Cacopsylla picta). Morfologicky a sekvenéné
nezafazené druhy mer jsou oznaceny jako Cacopsylla sp. (A-C). Cilovy druh mer je zelené podbarven.

= Specificka real-time PCR (pozitivnich; n)
2
5
Druh 2 Cacopsylla Cacopsylla Cacopsylla
= | melanoneura @ Ct mali 0 Ct picta 9 Ct
Cacopsylla mali 25 negativni 25 (100 %) 14,54| negativni
Cacopsylla melanoneura | 25 | 25(100%) 17,91| negativni negativni
Cacopsylla picta 25 negativni negativni 25 (100 %) 15,68
Cacopsylla pruni 25 negativni negativni negativni
Cacopsylla pyri 25 negativni negativni negativni
Cacopsylla pyrisuga 25 negativni negativni negativni
Cacopsylla brunneipennis | 5 negativni negativni negativni
Cacopsylla crataegi 2 negativni negativni negativni
Cacopsylla pyricola 9 negativni negativni negativni
Cacopsylla sp. A 3 negativni negativni negativni
Cacopsylla sp. B 4 negativni negativni negativni
Cacopsylla sp. C 3 negativni negativni negativni
Celkem | 176 25 25 25
Necilové druhy mer | 151 0 0 0

Tabulka 6. Vysledky pouziti specifického identifikaéniho systému pro mery napadajici primarné hrusné
(Cacopsylla pyri, Cacopsylla pyrisuga). Morfologicky a sekvenéné nezatazené druhy mer jsou
oznaceny jako Cacopsylla sp. (A-C). Cilovy druh mer je zelené podbarven.

= Specificka real-time PCR (pozitivnich; n)

2

&

2

Druh % | cacopsylla Cacopsylla

= pyri O Ct| pyrisuga @Ct
Cacopsylla mali 25 negativni negativni
Cacopsylla melanoneura | 25 negativni negativni
Cacopsylla picta 25 negativni negativni
Cacopsylla pruni 25 negativni negativni
Cacopsylla pyri 25 [ 25(100%) 18,69 | negativni
Cacopsylla pyrisuga 25 negativni 25 (100 %) 15,05
Cacopsylla brunneipennis | 5 negativni negativni
Cacopsylla crataegi 2 negativni negativni
Cacopsylla pyricola 9 negativni negativni
Cacopsylla sp. A 3 negativni negativni
Cacopsylla sp. B 4 negativni negativni
Cacopsylla sp. C 3 negativni negativni

Celkem | 176 25 25
Necilové druhy mer | 151 0 0

16



Tabulka 7. Vysledky pouziti specifického identifika¢niho systému pro meru napadajici primarné
meruiiky (Cacopsylla pruni). Morfologicky a sekvenéné nezafazené druhy mer jsou oznaCeny jako
Cacopsylla sp. (A-C). Cilovy druh mer je zelené podbarven.

=

E Specificka real-time

2 | PCR (pozitivnich; n)

Druh % | cacopsylla

= pruni O Ct
Cacopsylla mali 25 | negativni
Cacopsylla melanoneura | 25 | negativni
Cacopsylla picta 25 | negativni
Cacopsylla pruni 25 [ 25 (100 %) 14,30
Cacopsylla pyri 25 | negativni
Cacopsylla pyrisuga 25 | negativni
Cacopsylla brunneipennis | 5 negativni
Cacopsylla crataegi 2 negativni
Cacopsylla pyricola 9 negativni
Cacopsylla sp. A 3 negativni
Cacopsylla sp. B 4 negativni
Cacopsylla sp. C 3 negativni

Celkem | 176 25
Necilové druhy mer | 151 0

Metodika byla usp&$né vyzkouSena i pro druhovou determinaci larvalnich stadii
C. melanoneura (nymfy stadia N2 a N4-N5) s obdobnymi vysledky (Tabulka 8.). Na zaklad¢
ziskanych vysledki 1ze piedpokladat, Ze metodika mize byt ispé$né pouzita i pro druhovou
identifikaci larvalnich stadii ostatnich cilovych mer.

Tabulka 8. Vysledky pouziti univerzalniho a specifického systému pro identifikaci larvalniho stadia
mery Cacopsylla melanoneura.

Pozitivnich (n)

% Pozitivnich Cacopsylla

= (n) melanoneura

2 | Cacopsylla specificka

%2 | univerzdlni @ Ct| identifikace @ Ct
Larvalni stadium &= | detekce gPCR gPCR
Nymfa stadium N2 2 | 2(100%) 21,04 2 (100 %) 19,87
Nymfa stadium N4-N5 | 2 2 (100 %) 17,9 2 (100 %) 16,5

Doporuceni pro interpretaci nalezi.
» Ct hodnoty univerzalniho detekéniho systému (IPC) pfi analyze jedné mery by se mély

pohybovat do 25. Obdobné hodnoty lze ocekavat i pti analyze nymf.
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» Zadanych podminek testovani vykazovaly specifické systémy determinace mer C. mali,
C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga 100% specificitu — byly
detekovany vSechny vzorky daného druhu a Zadny necilovy druh.

» Hodnoty Ct u specifické determinace jsou vzdy niz$i nez pfislusné hodnoty Ct
univerzalni determinace. Toto kritérium lze vyuzit napt. v piipadé, kdy je u specifické
identifikace nalezena vyrazné vyssi Ct hodnota neZ u univerzalni detekce, ktera
vykazuje bézné hodnoty Ct — mlze se jednat o druh mery, ktery je pfibuzny detekované
mefe, ale v dob¢ testovani systému nebyl znam. V piipad€ zajmu doporucujeme proveést
sekvena¢ni determinaci S vyuzitim primerd dle Folmeret al. (1994) nebo
morfologickou determinaci s vyuzitim kli¢t Ossiannilsson (1992) a Burckhardt (2010),
pokud je k dispozici exoskelet mery.

» Pokud jsou vysledky u specifické identifikace negativni a hodnoty Ct jsou u univerzalni
detekce pozitivni v o¢ekdvaném rozsahu, jedna se o jiny druh mery, nez na ktery je
determina¢ni systém zaméfen. V piipad¢ pozadavku na uréeni druhu doporucujeme
provést sekvena¢ni (morfologickou pokud Ize) determinaci.

» Vsechny pozitivni kontroly musi byt pozitivni ve stanoveném rozsahu definovaném
uzivatelem metodiky v zavislosti na typu pouzivané pozitivni kontroly.

» Vsechny NTC kontroly musi byt negativni.

» Extrakéni kontrola musi byt negativni.

Poznamka pro uzivatele jiného typu real-time PCR cykleru
Uzivatelé jinych typa real-time cyklert provadéji vyhodnoceni dle doporuceni vyrobce

daného cykleru pro jednotlivé typy analyz.

4. SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

V literatute nebyla zatim publikovéna rychla a pfesnd metoda molekularni determinace
dospélct a larvalnich stadii zastupct rodu Cacopsylla vyskytujicich se v ovocnych vysadbach
(C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga), ktera by mohla byt vyuzita
pro rutinni diagnostiku. BéZznou praxi je identifikace mer rodu Cacopsylla na zakladé typickych
morfologickych znakl s vyuzitim kli¢i (napf. Ossiannilsson (1992), Burckhardt (2010)), coz
ovSem narazi na odliSnosti mezi pohlavimi a jednotlivymi vyvojovymi stadii, kdy samci jsou
relativné dobie odliSitelni, ale samice nékterych druht si jsou podobné a larvalni stadia jsou jen
obtizng, pokud vibec, odlisitelna. Morfologicka determinace tak mize byt Casové naroc¢na a
vyzaduje zapojeni zkuSené¢ho entomologa. Z toho divodu také n¢kdy dochézi i k chybnym
identifikacim zéastupcii tohoto rodu, coz bylo prokdzano napf. ve studii zabyvajici se
molekularni determinaci zastupcti mer rodu Cacopsylla vyskytujicich se na hrusnich ve
vychodni Asii, Evropé a Iranu (Cho et al. 2020). Morfologicka podobnost, piitomnost
sezénniho dimorfismu, ktery ovliviiuje barvu, velikost a morfologii kiidel dospélych jedinct
hrusiovych mer, diive vedly k chybam v taxonomii mer, které byly odhaleny mimo jiné pomoci
tzv. ,,DNA barcoding” analyzy 11 druhtt z rodu Cacopsylla vyuzivajici 4 fragmenty
mitochondrialnich gent (COI 658 bp, COI 403 bp, COI-tRNAIleu-COIl 580 bp a 16S rDNA
452 bp). Zaroven byla prokazana vhodnost danych genti pro vyfeSeni taxonomickych nejasnosti
a chyb a determinaci jedinci mer do druhu (Cho et al. 2020).
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Vyse zminéné problémy vedly ke snaze néjaky systém molekuldrni determinace
vyvinout. Dosavadni prace se vétSinou ale zaméfovaly jen na identifikaci Gzké skupiny druht
(napt. Sumner-Kalkun et al. 2020). Pro ucely biologické ochrany mery C. pyricola, jednoho
Z nejvyznamnéjSich sktdct hrusni v Severni Americe a vektora fytoplazmy chfadnuti hrusni,
byla v roce 2003 navrzena konvenéni PCR metoda umoziujici detekci této mery ve stievech
jejich piirozenych predatorti pouzivanych v ramci novych pfistupti tzv. integrované ochrany
proti Skadctim. Pro detekci C. pyricola byly navrzeny dva molekularni markery na COI genu,
univerzalni o velikosti 188 bp, a specificky o velikosti 271 bp, ktery umozioval specifickou
detekci C. pyricola a C. pyri (Agusti et al. 2003). [Tento postup je mozné doporucit jako
komplementarni k predkladané metodice pro molekularni determinaci C. pyricola, autory
metodiky vSak nebyl ovéten. ]

Pro identifikaci vétsi skaly zastupcii byl navrzen systém PCR-RFLP cilici opét na oblast
COI mtDNA, ktery umoznil na zaklad¢ velikosti amplikonu o délce 801-804 bp a jeho nasledné
restrikéni analyze pomoci restrikénich enzyma Taql a Alul molekuldrni identifikaci vektorti
fytoplazmy proliferace jablon¢ (C. melanoneura a C. picta) a dalsich 8 druht Cacopsylla
vyskytujicich se v ovocnych sadech (Oettl a Schlink 2015). Zadna z publikovanych praci viak
neumoznuje spolehlivou rutinni molekularni determinaci vétSiny z hlavnich druhti mer, které
se bézné vyskytuji v nasich ovocnych vysadbach a na néz cili dany postup real-time PCR.

5. POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Real-time PCR determinace vybranych druhti rodu Cacopsylla, skidct a vektord
fytoplazem zpiisobujicich zavaznd onemocnéni ovocnych plodin, miize byt vyuZita
V nasledujicich aktivitach, napf.:

» Vyuziti pro determinaci druhu v ranych vyvojovych stadiich (nymfy), kdy je spolehlivé
urc¢eni druhu na zaklad¢é morfologickych znakti komplikované.

» Sledovani vyskytu mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga
na vybraném tzemi/vysadbéch.

» Vyzkum Sifeni mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a C. pyrisuga.

» Zakladni vyzkum biologie mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri a

C. pyrisuga.

» Testovani hospodaiské skodlivosti mer C. mali, C. melanoneura, C. picta, C. pruni,

C. pyri a C. pyrisuga.

Metodika je uréena zejména pro laboratofe molekularni biologie a pracoviste:
> Ustedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky (UKZUZ)
» Laboratore v akademické sféfe a dalSich vyzkumnych institucich

6. EKONOMICKE ASPEKTY

6.1 Fytosanitarni hledisko

Na omezeni Sifeni a Skodlivosti fytoplazem je zavisla ekonomicka konkurenceschopnost
ceského Skolkatstvi a nasledné ¢eského produkéniho ovocnaiského sektoru. Hlavnimi vektory
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prenasejicimi fytoplazmy jsou pfitom zastupci mer rodu Cacopsylla, na jejichz real-time PCR
determinaci je zamétena i tato metodika.

Hospodaisky nejvyznamnéjsi skupinou ovocnych plodin v CR jsou jadroviny — jablong
a hrugnd. V roce 2022 se na tizemi Ceské republiky nachazelo 5 864 hektart produkénich
vysadeb jabloni, coz ptedstavuje t¢éméf polovinu z celkové plochy komerénich ovocnych sada.
U hru$né bylo evidovano 705 ha. Skolkaisky sektor vyprodukoval v poslednim statisticky
zpracovaném roce 2021 celkem 1 288 554 stromkd jablong, 221 789 hrusni a v souhrnu za
vSechny hlavni trzni druhy 1090 970 peckovin (Némcova a Buchtova 2022). Produkce
Skolkatskych vypéstkii ovocnych plodin je stabilizovanym ekonomicky vyznamnym odvétvim
rostlinné vyroby S mirné rostoucim potencialem. Objem v rdmci jednotlivych druhi ale
meziroéné kolisa podle poptavky trzniho ovocnatského sektoru i mensich péstitelt. Ceska
republika je v této oblasti stile v nevyhodné pozici, zejména vici zapadnim zavedenym
producentim Skolkatfského materidlu ovocnych dievin jako je naptiklad Nizozemsko nebo
Italie. Vzhledem k neexistenci hrani¢nich fytosanitarnich kontrol a celniho fizeni mezi staty EU
je pravdépodobné riziko pienosu fytoplazem infikovanym materialem, a to zejména u materialu
importovaného mimo oficidlni certifikacni systém. Témito rizikovymi materidly mohou byt
napfi. soukromé dovozy atraktivnich novych velkoplodych odriid asijskych slivoni nebo hrusni,
po kterych vzriista poptavka zejména u neprofesionalnich péstiteld. Mohou tak vznikat nova
ohniska choroby, ktera jsou rizikova zejména v blizkosti ovocnych Skolek, kde se vyskytuje na
jednom misté¢ velka koncentrace trzné vysoce hodnotného mnozitelského materidlu vcetné
vychozich certifikovanych matecnic.

Fytoplazmami infikované dieviny neni mozné na trvalém stanovisti ve vysadbé 1écit.
Infekce je systémova a hospodaiska Skodlivost pretrvava v riizné mite po celou dobu Zivotnosti
jedince v produk¢nim sadu jadrovin nebo peckovin. Zahrani¢ni tidaje prokazuji, ze hospodarska
ztrata na vynose u stromu infikovanych fytoplazmami dosahuji 40 az 50 %. Hlavnimi pfi¢inami
ekonomickych ztrat v ptipadé proliferace jablon¢ je vyrazné sniZena velikost a chutova kvalita
plodi. Jablka znapadenych stromi se daji obtizné trzné realizovat. Ekonomické ztraty u
fytoplazmy chfadnuti hrusné jsou zplisobeny zejména rychlou ztratou vitality napadenych
rostlin v sadech a sniZzenou produkci plodi mensi velikosti. U evropské Zloutenky peckovin
jsou plody na infikovanych stromech mensi, obvykle difive dozravaji a opadavaji, rovnéz
dochazi k prosychani kosternich vétvi. K nejvétsim ekonomickym Skoddm dochazi v ramci
peckovin u merungk, kde infekce zpusobuje Casto odumirani celych stromit S néslednou
nutnosti likvidace vysadby. Ve Skolkatrském sektoru hrozi nejvétsi ekonomicka rizika v ptipadé
infekce fytoplazmou u vychozich mnozZitelskych matecnic. V piipadé¢ plvodnich ceskych
trznich odrid (naptiklad hrusni, nebo merun€k) se pak tento material nedd nahradit dovozem
certifikovaného zdkladniho rozmnoZovaciho materidlu ze zahranic¢i a infekce fytoplazmou pak
ohrozuje celé odvétvi tuzemské ovocnaiské vyroby.

Morfologické identifikace vektorovych druhi mer je obtizna kvili podobnosti dospélct
nekterych druhi, zvlasté problematicka je identifikace vyvojovych stadii — nymf. Inovativni
postupy pro molekularni determinaci vektorti fytoplazem poskytuji spolehlivé informace o
pfitomnosti potencidlnich pfenaSecii v ovocnych Skolkach a produkénich vysadbach. Pocet
generaci a vyvoj se totiz zasadn¢ lisi dle druhu. Zatimco Cacopsylla pyri ptezimuje v sadu jako
dospélec, od unora klade vajicka a ma 3-4 generace, Cacopsylla mali ptezimuje jako vajicka a
ma pouze 1 generaci a napt. Cacopsylla melanoneura piezimuje na smrcich a od biezna naletuje
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na jabloné. Navic insekticidni ptipravky funguji pouze na uréita vyvojova stadia — nékteré
ptipravky jsou ovicidni, vétSina funguje na larvalni stadia N1-N2 nez se obali voskem a na
dospélce nefunguji témet zadné. Presnd a vEasna znalost vyskytujicich se druhtt mer ve
Skolce/sadu tak umozni cilenou kontrolu vyskytu vektorGi a naslednd opatfeni s pouzitim
prostfedki ochrany rostlin pro zamezeni dal§iho Sifeni fytoplazem. Vyuziti popsaného
detekéniho systému pro determinaci vybranych druhi rodu Cacopsylla zefektivni
U mnozitelskych porostl insekticidni ochranu, a to hlavné¢ v dob¢ néletu mer do vysadeb
ze zimovist. Tato informace zpfesni zejména cilovy vektorovy organismus a ndasledné
i optimalni termin a Cetnost oSetfeni. V¢asna detekce a v metodice popsana molekularni
identifikace mer, jako hlavniho pfenasece fytoplazem, mize rozhodujicim zpiisobem zamezit
Sifeni onemocnéni a snizit ekonomické ztraty v ekonomicky vyznamném skolkaiském a
produk¢énim ovocnaiském sektoru.

6.2 Laboratorni hledisko

V laboratofich, kde se rutinné provadi izolace nukleovych kyselin a real-time PCR,
souviseji néklady se zavedenim metodiky pouze s ndkupem primert/sond, ptipadné specidlni
soupravy pro izolaci DNA z hmyzu. Laboratofe, které by uvazovaly o kompletnim zavedeni
metodiky bez ptedchozich zkuSenosti a ptistrojového vybaveni, musi navic pocitat minimalné
S pofizenim real-time PCR cykleru v cené cca > 800 000 K¢.

Orienta¢ni naklady na jednu analyzu s pouzitim vySe uvedenych reagencii jsou
nasledujici (bez DPH):

Izolace DNA: 300 K¢
Primery+sondy 5 K¢
PCR reagencie 10 K¢
DalSi spotiebni material 40 K¢
Celkem cca 355 K¢

Cena za analyzu se v§ak mlZe vyznamné liSit s vyuZitim alternativnich reagencii; zejména pro
izolaci DNA jsou k dispozici rizné metody/soupravy. Vysledna cena se také bude lisit podle
zamySleného pouziti metodiky — pro konfirmaci konkrétniho druhu budou naklady vyse
uvedené, pokud se bude jednat o identifikaci druhu mery, bude nutné provést vice PCR,
pfipadné druh mery urcit sekvenacné.

Pokud je k dispozici izolovana DNA testovaného hmyzu, 1ze v jednom béhu urcit az 70
vzorkil (cykler Rotor-Gene Q) za ptiblizné¢ 90 minut. 1zolace DNA jednoho vzorku trva
pfiblizné 30 minut, takze v piipadé potieby lze vzorky mer determinovat v ¢ase do 2 hodin od
obdrZeni vzorku.
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