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1. Uvod

Nedavna taxonomicka revize rodu Verticillium rozdélila V. albo-atrum sensu lato na tii rizné
druhy: V. albo-atrum sensu stricto, V. nonalfalfae (VNA) a V. alfalfae. Verticillium nonalfalfae
infikuje nékolik hostitelil véetné chmele, brambor, petinie a Spenétu, mezi dalsi hostitele patii
také dvoudélozné plevele, a jeho vyskyt je hlaSen z Kanady, Kuby, Japonska, Némecka,
Slovinska a Velké Britanie. V Ceské republice byl tento patogen poprvé zjiitén v roce 2017
na dvou chmelnicich v Olomouckém kraji v okrese Pferov a v roce 2021 na jedné chmelnici
v Usteckém kraji v okrese Louny. Verticillium albo-atrum sensu stricto napada hlavng
brambory a Verticillium alfalfae vojtésku. Dal§im druhem, ktery je bézny a rozsifeny patogen
ve vétsiné mirnych a subtropickych oblasti na mnoha bylinach a dfevinach vcetné chmele,
je V. dahliae.

Verticiliové vadnuti chmele se objevuje v mirné nebo letdlni formé onemocnéni. Letalni
vadnuti je zptisobeno vysoce virulentnimi patotypy V. nonalfalfae, které jsou v souc¢asné dob¢
pfitomny pouze v Anglii, Némecku a Slovinsku. Zpravy o mirnych infekcich verticiliového
vadnuti chmele existuji z Belgie, Francie, Némecka, Polska, Slovinska a mimo Evropu
z Nového Zélandu a USA (Oregon), zptisobenych bud’ V. dahliae nebo méné virulentnimi
kmeny V. nonalfalfae. Patogeny se sifi piidou a rostlinnym materidlem. V soucasné dobé
neexistuje ucinné kurativni oSetfeni, ale pouze preventivni opatieni, které ma zabranit zavleceni
patogent na nové plochy, poptipad¢ zabranit jeho Sifeni v jiz napadenych chmelnicich.

Cilem metodiky je diagnostika ptivodce verticiliového vadnuti chmele (Humulus lupulus)
Verticillium nonalfalfae (diive V. albo-atrum sensu lato) a Verticillium dahliae ve vzorcich
rostlinného materialu metodou morfologie a v piidé pomoci real-time PCR. Real-time PCR test
umoziiuje soucasnou piimou detekci obou plvodci ve vzorku pidy a lze jej vyuzit
I pro konfirmaci vysledkt u vzorki rostlinného materialu.



2. Detekce a identifikace VNA v rostlinném materialu mikroskopicky

Identifikace druht rodu Verticillium je mozna morfologicky pomoci svételné mikroskopie
po ptedchozi izolaci a kultivaci patogenu na zivném médiu PDA. V piipad¢€ potieby lze Cistou
houbovou kulturu identifikovat také pomoci real-time PCR.

2.1 Priznaky
Projev onemocnéni zavisi kromé virulence patogent také na citlivosti kultivart a ekologickych
faktorech. Mezi piiznaky nemoci, které jsou znamé u obou forem onemocnéni, patfi:
a) zloutnuti, hnédnuti a vadnuti listl, které je iniciovano na bazi rostliny a pokracuje smérem
nahoru. Zmeéna barvy listd za¢ind mezi hlavnimi zilkami a néasleduje okrajové a intervenalni
nekroza. Okraje listd se sta¢i nahoru a postiZzené listy velmi snadno opadavaji (obr. 1).
b) hnédé zabarveni cévnich svazki, viditelné na fezu do vysky 30—40 cm nad zemi (obr. 2).
Rostliny ziistavaji pevné€ ukotveny v padé.

2.1.1 Mirna forma

Vyviji se u citlivych kultivart chmele pfi infekci V. dahliae nebo méné virulentnimi izolaty
V. nonalfalfae nebo u infekce tolerantnich / rezistentnich kultivard vysoce virulentnimi izolaty
V. nonalfalfae. Onemocnéni se lisi od sezony k sezoné a jen ziidka zptisobuje odumieni rostlin.
Rostliny postizené v jednom vegeta¢nim roce tak mohou v ptistim vegetacnim roce vypadat
zdrave€. Postizené rostliny jsou obvykle rozptyleny po chmelnici a vyskyt priznakt je spojen
s nadmérnou vlhkosti pudy. Prvni pfiznaky na listech se objevuji koncem cCervence nebo
zacatkem srpna a postihuji pouze nekteré casti rostlin. Bo¢ni vyhonky vyristajici z hlavniho
vyhonu s postizenymi listy Casto nevykazuji Zadné ptiznaky. Obvykle dochéazi k hn&dnuti
a korkovaténi hlavniho vyhonu a zhnédnuti cévnich svazk.

2.1.2 Letalni forma

Priibéh choroby je v porovnani s mirnou formou rychlejsi a vaznéjsi, a to zejména u nachylnych
odriid. Patogen se vyskytuje v ohniscich a zpiisobuje rozsahlé a rychlé odumiréni listh
I postrannich vyhonk, coz nakonec vede k odumfeni celé rostliny (obr. 1A, 1B, 1D). Hned od
pocatku je patrné hnédé zbarveni cévnich svazki. Postizené rostliny, které pfezimuji, Casto
Vv piisti sezoné vytvofi jen nékolik slabych vyhont, které jiz zafatkem cervna odumiraji.
Rostliny infikované v pritbé¢hu vegetacniho roku obvykle vykazuji prvni ptiznaky ve fazi tvorby
Sisek.

2.1.3 MozZnost zamény

Ve chmelnici se mohou nachéazet rostliny, které maji nekrotické listy bez typické barevné
zmény (zloutnuti a hnédnuti listd mezi zilnatinou) nebo jsou jiz celé nekrotické (obr. 3A). Tyto
rostliny mohly byt poSkozeny mechanicky pii pravidelnych mechanizaénich pracich ve
chmelnici. Zda neni rostlina podfiznuta 1ze ovétit zatdhnutim za rostlinu. V pfipadé, Ze rostlina
mechanicky poSkozena neni, ale lze ji snadno vytahnout z plidy i s kofeny, se mize jednat o
napadeni houbovym patogenem rodu Fusarium (nejcastéji F. sambucinum), pii némz dochazi
k poskozeni kofenového systému, a rostlina tak nedrzi v pidé. Dale se u takovych rostlin
prohlizi baze, kde jiz mohou byt vytvofena sklerocia houbového patogenu Sclerotinia
sclerotiorum. Tato sklerocia miizeme nalézt také v napadenych vyhonech, které mohou byt jiz
uplné nekrotické nebo jesté zelené, ale po rozstiihnuti maji hnédy stied, ve kterém se tvoti husté
bilé mycelium patogenu a sklerocia (obr. 3B, 3C, 3D, 3E).



th
zaCinajici mezi hlavnimi zilkami; D: Odumirajici vyhony s listy s typickym pfiznakem
intervenalni nekrozy; E, F: List s typickym piiznakem intervenalni nekrozy.
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Obr. 2: A—Pfi¢ny fez zdravym vyhonem; B — Pfi¢ny fez napadenym vyhonem; C — Napadeny
vyhon po odstranéni pokoZzky.

Obr. 3: A — Nekrotické listy bez typické intervenalni nekrozy. Pfi¢inou mize byt houbovy
patogen rodu Fusarium nebo mechanické poskozeni rostliny; B, C, D, E — Pfiznaky napadeni
Sclerotinia sclerotiorum: B — Vytvoiena sklerocia na bazi napadeného vyhonu; C — Odumiely
vyhon s vytvofenymi sklerocii; D — Mycelium a sklerocia uvnitt vyhonu; E — Hnédnuti stiedu
vyhonu, tvorba mycelia a sklerocii.



2.2 Odbér vzorku
Odbér se provadi v dobé vegetace, nejlépe v Cervenci a srpnu. V kazdé chmelnici se vzdy
prohlizi vSechny rostliny. Pfednostné se odebiraji vzorky z ptiznakovych rostlin, ale je mozné
odebrat vzorky i z rostlin bezpiiznakovych. Napadené cévni svazky rostlin se nachazi tésné€ nad
zemi do vysky cca 3040 cm. Pro laboratorni analyzu se vzdy odebiraji miniméln¢ dva
segmenty z této spodni ¢asti vyhonti o délce min. 10—-15 cm a uzaviou se nejlépe do plastového
zip sacku. Pred odeslanim do laboratofe se uchovavaji v chladu (v lednicce).

Pomticky:
e Zahradnické ntizky
e Plastové zip sacky
e Dezinfekce v rozprasovaci (70% ethanol)
e Lihovy fix
e Navleky na obuv

Pti odbéru vzorku ve chmelnici se pouzivaji jednordzové navleky na obuv nebo je obuv
po odbéru vzorku dikladné ocisténa od ulpélé piudy a dezinfikovédna (70% ethanol). Po odbéru
kazdého vzorku se dezinfikuje naradi (ntizky) a ruce (70% ethanol).

2.3 Priprava vzorku pro analyzu

Pro analyzu se pouzivaji ¢asti vyhonu s napadenymi cévnimi svazky. V ptipadé, Ze nejsou
idealn€ pod lupou ¢i stereomikroskopem pozorovany poskozené cévni svazky, pouzije se pro
kultivaci ¢ast z baze vyhonu.

Po ocisténi vzorku od hrubych necistot se vzorek omyje demineralizovanou vodou (u silngjsich
vyhonti se nejprve odstrani pokozka) a povrchova desinfekce se provadi roztokem 1 %
chlornanu sodné¢ho po dobu 3-5 min. Poté se vzorek oplachuje v demineralizované vodé
po dobu 1 min a osusi savym papirovym ubrouskem.

2.4 1lzolace a kultivace na Zivném médiu
Pomtcky, zatizeni a chemikalie:
e Skalpel
e Pinzeta
e Laminarni box
e Dezinfekce v rozprasovaci (70% ethanol)
e Nizky
e Petriho misky (plast / sklo, 9 mm)
e Potato dextrose agar (PDA, ptiprava dle doporuceni vyrobce)
e Inkubétor

Izolace patogenu se provadi v lamindrnim boxu, kde se dezinfikované Casti pletiva rostlin
rozstiihaji na 0,5—1 cm velké kousky a za pomoci sterilni pinzety se pienesou na pevné zivné
médium PDA. Na jednu Petriho misku se dava cca. 5—7 kousku pletiva rostlin. Inkubace
probiha pii teploté 22+2 °C ve tmé. Béhem 3-5 dnil 1ze pti tspésSné izolaci patogenu pozorovat
narustajici bilé nadychané mycelium (obr. 4A). V prubéhu inkubace se kontroluje, zda nedoslo
ke kontaminaci.



Kolonie s podezienim na rod Verticillium jsou pieneseny v laminarnim boxu na nové Zivné
médium PDA, kde jsou déle kultivovany za ucelem morfologické identifikace. Kultivace
probiha opét pii teploté 22+2 °C ve tmé. Petriho misky se prohlizi kazdy den a po nékolika
dnech (dle rychlosti ristu patogenu za cca. 2—4 dny) lze pozorovat rostouci kulturu. Hodnoceni
rustovych charakteristik se provadi po 7-14 dnech. Béhem kultivace se kontroluje, zda nedoslo
ke kontaminaci. Pokud dojde ke kontaminaci, ristu nékolika houbovych kultur nebo je nutné
pro potieby morfologické identifikace pouzit jiné zivné médium (Prune lactose yeast agar),
nez bylo pouzito pro izolaci patogenu, ¢asti mycelia z okraje kolonie o velikosti cca. 0,5-1 cm?
se prenesou na nové zivné médium. Do Petriho misky se vlozi vzdy 1 kousek homogenniho
mycelia. Toto se provadi opét ve sterilnich podminkach laminarniho boxu. Kultivace probiha
za vySe uvedenych podminek.

2.5 Morfologicka identifikace

2.5.1 Riistové charakteristiky na Zivném médiu PDA
Ptistroje a pomucky:

e Kiryci a podlozni sklicka

e Demineralizovana voda

e Preparacni jehla

e Mikroskop

e Lihovy kahan

Po 3-5 dnech inkubace tvoti Verticillium nonalfalfae i V. dahliae bil¢, nadychané mycelium
(obr. 4A). Po 1-2 tydnech dochazi v dusledku tvorby klidovych struktur ke ztmavnuti kultur
(obr. 4B, 4C, 4D, 4E). Kolonie Verticillium nonalfalfae dosahuji na PDA po dvou tydnech
kultivace velikosti 35-55 mm, kolonie Verticillium dahliae 40-60 mm.

2.5.2 Mikroskopické vyhodnoceni
Nejnapadnéjsim znakem rodu Verticillium jsou verticiliové konidiofory (obr. 4G). Dalsi
identifikace je zalozena na tvorbé charakteristickych klidovych struktur (tab. 1, obr. 4H, 41).

2521 Verticillium nonalfalfae
Verticillium nonalfalfae tvoii hyfy Siroké 1,5-3 pm, konidiofory jsou vztyCené, rozvétvené
nebo nerozvétvené, fialidy uspofadané ve 2—6 pieslenech, obvykle 2-5 fialid v kazdém
pteslenu. Konidie jsou bezbarvé, jednobunécné, valcovitého az ovalného tvaru, velikosti (4.0-)
6.0 (-10.5) x (2.5-) 3.0 (-3.5) um. Klidové mycelium (obr. 4F, 41) je ponofeno do agaru a sklada
se z hnédych pigmentovanych silnosténnych hyf az 9 um Sirokych, rovnych nebo zahnutych.
Mikrosklerocia chybi. V. nonalfalfae nelze morfologicky rozlisit od V. alfalfae.



Obr. 4: A —Tvorba mycelia V. nonalfalfae na napadenych vyhonech po tfech dnech kultivace na PDA,;
B, C — V. nonalfalfae na PDA po 10 dnech kultivace; D, E — V. dahliae na PDA po 10 dnech kultivace;
F —mycelium V. nonalfalfae, zvétseno 200x; G — Verticiliovy konidiofor V. nonalfalfae, zvétseno 400x;
H — mikrosklerocia V. dahliae, zvétseno 400x; I — klidové mycelium V. nonalfalfae, zvétseno 400x; J,
K — V. tricorpus na PDA po 10 dnech kultivace.



2522 Verticillium dahliae
Verticillium dahliae tvofi hyfy Siroké 2-4 um, konidiofory jsou vzty¢ené, rozvétvené nebo
nerozvétvené, fialidy usporadané do 2—3 preslend, obvykle 2—4 fialidy v kazdém pieslenu.
Konidie jsou bezbarvé, jednobunééné, valcovitého az ovalného tvaru, velikosti (3.5-) 6.5
(-13.5) x (2.0-) 3.0 (-4.5) um. Mikrosklerocia jsou slozena z kulatych, hnéd¢é pigmentovanych
bun¢k (jedna bunka miize byt az 13 pum Sirokd) a jsou ponotfena do agaru. Morfologické
vlastnosti V. dahliae jsou podobné druhu V. longisporum, kromé mensi velikosti konidii.

2.5.2.3 Moznost zamény s jinymi druhy
Neni pravdépodobné, ze by kultury ziskané z infikovaného pletiva chmele, produkujici bud’
klidové mycelium (V. nonalfalfae) nebo mikrosklerocia (V. dahliae) byly zaménovany s jinymi
druhy Verticillium. Vyjimkou je pouze mén¢ patogenni druh V. tricorpus. Ten ov§em kromé
klidového mycelia a mikrosklerocii produkuje jest¢ dalsi klidové struktury - tzv.
chlamydospory, na PDA tvofti zlutooranzovy pigment jasn¢ viditelny u mladych kolonii a méné
intenzivni po dlouhé kultivaci (tab. 1, obr. 4], 4K).
Rod Verticillium zahrnuje sedm dalSich rostlinnych patogennich druht, jejichz vyskyt je vSak
omezen na jiné hostitele.

Tab. 1: Prehled identifika¢nich znakd druht rodu Verticillium vyskytujicich se na chmelu, po
7-14 dnech kultivace ve tmé pii teploté 22+2 °C.

Verticillium - . Verticillium
Verticillium dahliae :
nonalfalfae tricorpus
Zluto-oranZovy pigment | ne ne ano
Klidové mycelium ano ne ano
Mikrosklerocia ne ano ano
Chlamydospory ne ne ano




3. Detekce a identifikace VNA v pudé metodou real-time PCR

Metodika piimé detekce V. nonalfalfae a V. dahliae v pudnich vzorcich je zaloZena
na kombinaci velkokapacitni extrakce DNA a TagMan real-time PCR. Pro detekci patogenu
ve vzorcich pidy nelze vyuzit standardni metody, které jsou vyuzitelné pro vzorky rostlinného
materialu, a to z divodu obsahu velkého mnozstvi rozmanitych ptidnich organismu (bakterii,
hub) ve vzorku, od nichz nelze hledané patogeny jednoduse izolovat tak, aby mohly byt
nasledné morfologicky identifikovany. Moznost spolehlivé detekce patogenu v pudé také
vyzaduje zpracovani dostate¢né objemného vzorku.

Velkokapacitni extrakce DNA z pudnich vzorkll vyuziva k jejich zpracovani automatickou
michacku barev zn. Merris, diky niZ Ize analyzovat vétsi objemy vzorkil (metoda umoziuje
pohodIné zpracovani pudy o hmotnosti 50 g, zatimco standardni dostupné metody extrakce
DNA z ptidy jsou schopny zpracovat mnohonasobné mensi mnozstvi, obvykle do 1 g). Vlastni
extrakce DNA je po odstranéni proteinii a koncentracni fazi provadéna pomoci komeréniho kitu
zn. Promega vyvinutého pro vzorky, z nichz je DNA obtizn¢ purifikovatelna. Princip purifikace
DNA timto kitem je zalozen na vyuziti paramagnetickych Castic, diky nimz je G€inngjsi
nez standardni extrakéni metody kolonkového typu. Plidni vzorky obsahuji velké mnozstvi
huminovych kyselin (vysokomolekularni organické slouceniny obsazené v humusu, vznikajici
pfi rozkladu odumfelych rostlin vlivem mikroorganismt), které maji podobné fyzikalng-
chemické vlastnosti jako DNA, kvili ¢emuz neni snadné je od sebe bézné pouzivanymi
extrakénimi metodami oddélit. Huminové kyseliny funguji jako inhibitory PCR reakce a jejich
pritomnost v roztoku extrahované DNA znemozZiuje molekularni diagnostiku vzorku.
Real-time PCR detekéni test zahrnuje test pro soucasnou detekci a identifikaci V. nonalfalfae
aV. dahliae v multiplexnim uspotadani, a samostatny test pro kontrolu spravné provedené
extrakce DNA a jeji dostatecné kvality a koncentrace (tzv. interni PCR kontrola, IPC) detekujici
eukaryotickou DNA, ktera by méla ve vzorku byt vZdy pfitomna (gen pro syntézu 18S rRNA).
Tato kontrola se provadi ke kazdému testovanému vzorku a slouZi k indikaci kvality a kvantity
extrahované DNA.

Provedeni analyzy vyZzaduje vhodné prostory pro provadéni analyz s odpovidajicim
molekularné-biologickym vybavenim a piedpokladd zékladni znalosti spravné laboratorni
praxe a principti molekularné-biologickych metod, jako je extrakce DNA a real-time PCR
vcetné vyhodnoceni dat.

3.1 Odbér vzorku
Odbér pludnich vzorkli zchmelnic lze provadét celorocné. Prednostné se odebira ptda
z blizkosti ptiznakovych rostlin, v mnozstvi cca. 0,5 kg do plastového sacku.

Pomtcky:
e Naradi vhodné pro odbér pidy (napft. sazeci lopatka)
e Plastové zip sacky
e Dezinfekce v rozprasovaci (70% ethanol)
e Lihovy fix
e Navleky na obuv



Pfi odbér vzorku ve chmelnici se pouZivaji jednorazové navleky na obuv nebo je obuv
po odbéru vzorku dikladné ocisténa od ulpélé pudy a dezinfikovana (70% ethanol). Po odbéru
kazdého vzorku se naradi dezinfikuje (70% ethanol).

3.2 Priprava vzorku pro analyzu
Vzorkem pro laboratorni analyzu je 50 g suché pudy. V ptipad¢, ze je odebrana ptida mokra
¢i vlhka, necha se pfedem vysusit (napf. nechat v otevieném igelitovém pytli 1-2 dny nebo
podle potteby pii laboratorni teplote). Takto vysuSena piida se proseje pres sito s velikosti ok
2 mm pro odstranéni hrubsSich pevnych ¢astic a odvazi se 50 g laboratorni vzorek do 250ml
centrifugacni lahve. V pfipad¢, ze piida neni ihned zpracovana, skladuje se do zac¢atku analyzy
Vv chladu pfi 8 £ 4 °C.

3.3 Extrakce DNA
Ptistroje a zatizeni:

e Vyrobnik ledu

e Centrifuga s rotorem pro 6 x 50 ml zkumavky s nastavitelnymi otackami

e Centrifuga s rotorem pro 24 x 1,5 ml zkumavky s nastavitelnymi otackami

e Automaticka tfepacka (napt. Merris Minimix Auto)

e \Vortex

e Horizontalni tfepacka (napt. Gyro Rocker)

e Termoblok pro 1,5ml zkumavky s tfepanim

e Digestor (pro praci s Acid washed silica)

e Vahy s rozsahem pro 50 g

e Magneticky stojanek pro 1,5ml zkumavky (napt. MagneSphere® Technology
Magnetic Separation Stand, Promega, kat.¢. Z5342)

Chemikalie:
e Antifoam B (Sigma, kat.c. A5757)
e  Wizard® Magnetic DNA purification System for Food kit, 200 reakci (Promega,
kat. ¢. FF3750)
e Lysis buffer A, 3 ks pro 200 reakci (Promega, kat. ¢. A8191)
e Isopropanol

Roztoky: (*slozeni a piiprava jsou uvedeny v piiloze 1):
e Soil CTAB pufr *
e 5M octan draselny *
e Acid washed silica *
e TE pufr
e 75% ethanol
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Pomtcky:

e 250ml centrifugacni lahve z materialu PPCO

e 50ml, 2ml a 1,5ml plastové zkumavky

e 5ml, Iml, 200ul automatické pipety v¢etné sterilnich spicek s filtrem
e Pasteurovy pipety

e Ocelové¢ kulicky (@ 20 mm, typ AISI 316 odolny vici korozi)

e Savy papir/bunicina

e Sito o velikosti ok 2 mm

Postup:

© o~

Do 250ml centrifuga¢ni lahve vlozit 50 g prosaté vysusené pudy, ptidat 6 ocelovych
kulic¢ek, 100 ml Soil CTAB pufru a 3 ml Antifoam B. Pevné zasroubovat viko a obsah
promichat jemnym pfevracenim lahve.

Lahve umistit do automatické tiepacky a spustit 4minutovy tfepaci program.

Ziskany homogenat promichat pfevracenim lahve.

50 ml homogenatu pielit do 50ml centrifugacni zkumavky. Pokud je homogenat hodné
pénivy, pouzit k tomu 5ml pipetu.

Centrifugovat 5 min pti 5000 g pti laboratorni teploté.

Opatrné pipetou pienést 20 ml ¢istého supernatantu (bez zbytkt nahofe i bez usazenin dole)
do nové 50ml zkumavky. Jestlize supernatantu je méné¢ nez 20 ml, opakovat krok 4 a 5
s dal§imi 50 ml homogenatu, dokud nebude k dispozici celkem 20 ml supernatantu.

Ptidat 2 ml 5M octanu draselného a zvortexovat.

Inkubovat 10 min v ledové tfisti.

Centrifugovat 5 min pti 12000 g pfi laboratorni teploté.

. Pfipravit novou 50ml zkumavku a v digestofi ptidat 15 ml isopropanolu a 800 ul Acid

washed silica (pouzit Spicku s ufezanym koncem, predem dikladné promichat, dbat na to,
aby pred otevienim nezstal na st€énach suchy usazeny prasek, ktery je snadno vdechnutelny
a je karcinogenni!).

Naésledujici manualni kroky (11-24) jsou provadény v digestofi:

11.
12.

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

K pfipravené smési opatrné (bez peletu) prelit supernatant. Dobie uzaviit vicko.
Zkumavky horizontalné tiepat (napt. polozené v krabicce, aby se nekutalely) na tfepacce
10 min pti 70 ot./min.

Centrifugovat 5 min pti 12000 g pfi laboratorni teplotg.

Odstranit supernatant, zkumavky nechat chvili stat oteviené dnem vzhiiru na savém papiru.
Ptidat 2 ml Lysis Buffer A (z kitu) a pelet resuspendovat vortexovanim.

Pasteurovou pipetou vse pienést a rozdelit do 2 ks 1,5ml zkumavek.

Inkubovat 5 min pii 65 °C a 300 rpm.

Centrifugovat 5 min pti 12000 g pfi laboratorni teploté.

Do nové 2ml zkumavky dat 250 pl Buffer B (z kitu). (Pro 2 zkumavky jednoho vzorku
se ptipravi jedna 2ml zkumavka).

11



20.
21.
22.
23.

24.

Ptidat 1 ml supernatantu, vortexovat dokud nezmlécni / nezb¢la.

Pridat 750 pl Precipitation buffer (z kitu), zvortexovat.

Centrifugovat 10 min pii 13000 g pii laboratorni teplot¢.

Ptipravit novou 1,5ml zkumavku s 600 pl isopropanolu a 50 pl ptedem dtkladné
zvortexovanych MagneSil kulicek (z kitu, pouzit Spicku se zastfizenym koncem).

Ptidat 750 pl cistého supernatantu (bez piipadného materidlu plovouciho na hladiné
supernatantu).

Konec prace v digestofi.

25.
26.
27.
28.
29.

30.
31.

32.
33.

34.
35.

36.
37.

38.
39.
40.
41.

42.
43.

Promichat 10—15x pfevracenim zkumavky.

Inkubovat 5 min pfi laboratorni teplote, ob¢as promichat.

Zkumavku umistit do magnetického stojanku, inkubovat 1 min.

Zkumavku ponechat ve stojanku, odstranit supernatant.

Zkumavku vytadhnout ze stojanku, ptfidat 250 pl Buffer B, vortexovat, inkubovat 1 min
vV magnetickém stojanku.

Zkumavku ponechat ve stojanku, odstranit supernatant.

Zkumavku vytahnout ze stojanku, pfidat 1 ml 75% ethanolu, vortexovat, inkubovat 1 min
v magnetickém stojanku.

Zkumavku ponechat ve stojanku, odstranit supernatant.

Zkumavku vytahnout ze stojanku, ptidat 1 ml 75% ethanolu, vortexovat, inkubovat 1 min
v magnetickém stojanku.

Zkumavku ponechat ve stojanku, odstranit supernatant.

Zkumavku vytdhnout ze stojanku, pfidat 1 ml 75% ethanolu, vortexovat, inkubovat 1 min
v magnetickém stojanku.

Zkumavku ponechat ve stojanku, odstranit supernatant.

Zkumavku kratce sto€it a znovu umistit do magnetického stojanku, po 1 min inkubace
dikladné odstranit vSechen supernatant.

Zkumavku ptfenést do termobloku a inkubovat s otevienym vickem 10 min pii 65 °C.
Ptidat 50 pl TE pufru, promichat, inkubovat 5 min pti 65 °C.

Zkumavku umistit na 1 min do magnetického stojanku.

Zkumavku ponechat ve stojanku, Cisty supernatant s DNA pifenést do nové 1,5 ml
zkumavky.

Vyizolovanou DNA uchovavat pfti -20, popft. -80 + 4 °C.

Zbytky nezpracovaného vzorku se likviduji jako karanténni odpad. Pouzité ocelové kulicky
a centrifugacni lahve jsou dekontaminovany ponofenim do roztoku 1% chlornanu sodné¢ho
alespon na 60 min (nebo pies noc). Nasledné jsou umyty a 2x proplachnuty kohoutkovou
vodou a nakonec 1x demineralizovanou vodou, poté¢ se nechaji uschnout a autoklavuji se.
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3.4 Real-time PCR

Ptistroje a zafizeni:

Laminarni box pro pfipravu mastermixu

PCR box pro praci s extrahovanou DNA

Termocykler pro real-time PCR

Mikrocentrifuga pro 1,5ml zkumavky a 0,2ul PCR zkumavky / PCR desticky
Minittepacka

Sady pipet v jednotlivych boxech v¢. vhodnych sterilnich $picek (0,1-2 ul, 2-20 pl,
20-200 pl a 100-1000 pl)

Mrazici box

Pomticky:

Mikrozkumavky pro ptipravu mastermixu (0,5 — 1,5ml)

0,2 ml PCR optické mikrozkumavky/ stripy / desticky vhodné pro real-time PCR v¢.
vhodného stojanku

Laboratorni rukavice bez pudru (latexové, popft. nitrilové)

Chemikalie:

Voda v kvalité pro molekularni biologii
Luna Universal Probe qPCR mastermix, New England Biolabs, kat. ¢. M3004
Primery a sonda pro detekci 18S rDNA (interni PCR kontrola):

18Suni-F: 5’- GCAAGGCTGAAACTTAAAGGAA -3’

18Suni-R: 5’- CCACCACCCATAGAATCAAGA -3’

18Suni-P: 5’-6-FAM-ACGGAAGGGCACCACCAGGAGT - BHQ1-3’
Primery a sonda pro detekci V. nonalfalfae:

Vaa_f: 5'-GGC TTT TGC TTT CTC TTG-3’

Vaa_r: 5'-GAC CAA ATG TAATTG TCC AG-3’

Vaa_probe: 5'-FAM-CGG CTA CGG CTC ATG CTA AC-BHQ1-3’
Primery a sonda pro detekci V. dahliae:

Vd_f: 5'-GGC TCA AGT TAA CTA CGG-3’

Vd_r: 5-CTG TCATGT ATA TAA GAT ACT ACT G-3’

Vd probe: 5'-HEX-AGG TAT AAG GTC CAT ATC CAA CAC GAG-BHQ1-3'

3.4.1 Priprava reakce
Real-time PCR reakce se provadi ve dvou opakovanich v reakénim objemu 10 pl popt. vyssim
dle moznosti konkrétniho real-time PCR pfistroje. SloZeni mastermixu pro ptipravu 10ul
reakéni smési pro simultanni detekci V. nonalfalfae a V. dahliae je uvedeno v tab. 2, reak¢ni
smés pro interni PCR kontrolu je uvedena v tab. 3. Ke kazd¢ sad¢ vzorki testovanych v ramci
jednoho PCR béhu je pfidana negativni amplifika¢ni kontrola (NAC; misto DNA extraktu
vzorku se pfidd voda pouzitd pro pifipravu reakéni smési) a pozitivni amplifika¢ni kontrola
(PAC; misto DNA extraktu vzorku se piidda smés DNA zcisté kultury V. nonalfalfae
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aV. dahliae extrahované napf. s vyuzitim komer¢niho kitu vhodného pro extrakci DNA
Z houbového mycelia).

Tab. 2: Slozeni real-time PCR smési pro V. nonalfalfae a V. dahliae.

Reagencie Objemv ul | Vysledna koncentrace
Sterilni voda 1 -

Luna Universal Probe qPCR mastermix (2x) 5 1x

primer Vaa_f (10uM) 0,4 400nM

primer Vaa_r (10uM) 0,4 400nM

sonda Vaa_probe (10uM) 0,2 200nM

primer Vd_f (10uM) 0,4 400nM

primer Vd_r (10uM) 0,4 400nM

sonda VVd_probe (10uM) 0,2 200nM

DNA extrakt 2 -

Tab. 3: Slozeni real-time PCR smési pro 18S rDNA (interni PCR kontrola).

Reagencie Objem v ul Vysledna koncentrace
Sterilni voda 2 -

Luna Universal Probe qPCR mastermix (2x) 5 1x

primer 18Suni-F (10uM) 0,4 400nM

primer 18Suni-R (10uM) 0,4 400nM

sonda 18Suni-P (10uM) 0,2 200nM

DNA extrakt 2 -

Pouzity mastermix je vhodny pro rychlou variantu protokolu (“fast protocol”). Specificka
real-time PCR reakce i interni PCR kontrola probihaji oddélené pii stejnych reakénich
podminkach (obvykle v ramci jednoho PCR béhu): pocate¢ni denaturace 95 °C 1 min, 50 cykla
(95 °C 155, 60 °C 30 s).

3.4.2 Vyhodnoceni:

Za pozitivni se povazuje takovy vysledek, kdy vSechna opakovani testu téhoz vzorku vykazuji
exponencialni amplifikacni kfivku zéavislosti fluorescence na Case, resp. reakénim cyklu. Za
negativni se povazuje takovy vysledek, u né€jz nevzniknou v Zadném opakovéni testu téhoz
vzorku exponencialni kiivky.

Test je validni, jestliZe:

e PAC je pozitivni a jeji Cq hodnota odpovida ocekavanému vysledku.

e NAC je negativni.

e Test interni PCR kontroly musi pro kazdy vzorek vyjit pozitivné a zaroven by méla Cq
hodnota odpovidat o¢ekavanému intervalu. Pfi dodrzeni stanoveného postupu by se Cq
hodnota interni kontroly méla pohybovat do 20 (nejCastéji v rozmezi 13-18, zavisi
na charakteru analyzované pidy). V pfipadé Cq hodnoty vy$si nez 20 nebo
pfi neexponencidlnim sklonu amplifikacni kiivky (i jen nepatrné méné prudky sklon
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v porovnani s PAC) je doporuceno testovat i 10x fedény DNA extrakt (pro nafedéni
ptipadnych PCR inhibitort1).

Vzorek je diagnostikovan pozitivné na pritomnost V. nonalfalfae a/nebo V. dahliae, pokud jeho
vysledek ve specifickém real-time PCR testu je pozitivni. S ohledem na skute¢nost, Ze
ve vzorcich pudy lze ocekavat velmi nizkou koncentraci hledanych patogenii s Cq hodnotami
vyssimi nez 30, mohou mit Cq hodnoty vSech opakovani téhoz vzorku S$irSi rozptyl, nez
je u bézného real-time PCR testu obvyklé.

Vzorek je diagnostikovan negativné na pritomnost V. nonalfalfae a/nebo V. dahliae, pokud jeho
vysledek ve specifickém testu je negativni.

Jestlize vysledek testu neni jednoznaény, napf. jeden technicky replikat vzorku je pozitivni,
druhy negativni, real-time PCR test se zopakuje pro ovéteni vysledku, nejlépe ve vice
opakovanich. Pfi velmi nizké koncentraci patogenu ve vzorku nemusi vyjit v§echny technické
replikdty vzorku pozitivné. V piipadé pochybnosti pii vyhodnoceni testu je vhodné provést
opakovanou analyzu vzorku véetné nové extrakce DNA.

3.5 Optimalizace metody
Metoda extrakce DNA byla ptfevzata z publikace Woodhall et al., 2012 popisujici
velkokapacitni extrakci DNA z pudy pro detekci Sclerotium cepivorum a piizpiisobena
a optimalizovana.
Vstupni navazka piidy byla pro snaz§i manipulovatelnost se vzorkem snizena z publikovanych
250 gna 50 g a elu¢ni objem byl pro maximalizaci vytéZzku tak, aby bylo moZné diagnostikovat
kitu na 50 pl. Testovan byl také vliv zvySeni objemu paramagnetickych ¢astic slouzicich
K purifikaci DNA na trojnasobek, avsak tato modifikace neméla pozitivni vliv na vytézek DNA.
Real-time PCR detek¢ni test byl pievzat z diive publikované metody uréené pro detekci
V. nonalfalfae a V.dahliae v rostlinach chmele (Maurer et al., 2013) a je pfizptisoben k pouziti
pro pudni vzorky, u nichz se predpoklada velmi nizkéa koncentrace patogenu (pidni patogeny
obecné). Je uveden také v diagnostickém standardu EPPO PM 7/78 (EPPO, 2020) jako
doporuceny test pro diagnostiku v rostlinném materidlu. Vzhledem k tomu, Ze v rostlinném
materidlu Ize oba patogeny spolehlivé detekovat a identifikovat po kultivaci na zivném médiu
pomoci morfologie, piedklddand metodika pfimou molekuldrni diagnostiku v rostlinném
materialu nezahrnuje.
V rdmci optimalizace real-time PCR testu byly porovnany rizné koncentrace primerti a sond,
reakéni objemy 10 pl a 20 ul a dva riizné mastermixy pro real-time PCR (Luna Universal Probe
gPCR mastermix, New England Biolabs a TagMan Universal PCR Master Mix, No amperase
UNG, Applied Biosystems). Zatimco ani zvySeni koncentrace primeri a sond na maximum
doporucené vyrobcem Kitu, ani zvyseni reakéniho objemu nemélo vyznamny vliv na vykonnost
testu, pouziti Luna mastermixu se projevilo jako klicové pro kombinaci s optimalizovanou
metodou extrakce DNA. Pfi pouziti TagMan mastermixu byla pozorovana plna inhibice PCR
reakce u nefedénych extraktii DNA, zatimco s Luna mastermixem byly nefedéné extrakty DNA
amplifikovany. Pocet reakénich cykli byl zvysen z vyrobcem doporucenych 45 na 50 pro lepsi
vizualizaci amplifika¢nich kiivek s ohledem na o¢ekavané vysoké hodnoty Cq (cca 30—40).
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3.6 Validace metody

Kazda diagnostickd metoda miize byt charakterizovana nésledujicimi vykonnostnimi
parametry: senzitivita, specificnost (inkluzivita a exkluzivita), selektivita, opakovatelnost,
reprodukovatelnost a robustnost. Za validovanou je povazovana takova metoda, u niz byly
stanoveny vykonnostni parametry nezbytné pro danou metodu s ohledem na jeji zamyslené
pouziti.

Tato metoda kombinujici velkokapacitni extrakci DNA a TagMan real-time PCR byla
validovéna dle valida¢niho schématu diagnostického standardu EPPO PM 7/98 (EPPO, 2021),
a to v duplexnim uspotadani pro soucasnou detekci V. nonalfalfae a V. dahliae v jedné real-
time PCR reakci a v separatni reakci pro interni PCR kontrolu. Vykonnostni parametry metody
byly stanoveny s pouzitim vySe uvedenych konkrétnich chemikalii a kitti. Pfed zavedenim
metody V jiné laboratofi je nezbytné metodu verifikovat pro pouziti s konkrétnim vybavenim
laboratofe a pouzivanymi laboratornimi reagenciemi. Piehled zjisténych hodnot vykonnostnich
parametrti metody je uveden v tab. 7.

3.6.1 Senzitivita
Analyticka senzitivita:
Analyticka senzitivita vyjadfuje nejmensi mnozstvi patogenu ve vzorku, které mize byt danou
metodou spolehlivé detekovano (odpovida limitu detekce metody).
Pro stanoveni detekéniho limitu metody byla pouzita ptida odebrana z lokality Olomouc (tab.
4), jiz méla laboratof k dispozici neomezené mnozstvi. Pro pfipravu koncentracni fedici fady
detekovanych patogenti byla vypéstovana Cista houbova kultura V. nonalfalfae a V. dahliae
na tekutém zivném médiu TSB (pfiloha 1). Pfebytek média byl z narostlého mycelia odstranén
lisovanim mezi listy filtra¢niho papiru a mycelium bylo nasledné ponechano zcela doschnout
pfi laboratorni teploté. Suché mycelium bylo diikladné homogenizovano v tfeci misce pomoci
tloucku s pfidavkem motského pisku v cca 2 ml extrakéniho Soil CTAB pufru a nésledné
dofedéno na koncentraci 10 mg mycelia na 1 ml pufru.
Pro pfedbézné fadové urceni citlivosti metody byla pfipravena Sestidilna fedici fada suspenze
mycelia v 50 g pudy s fedicim faktorem 5x. Vysledna mnozstvi kazdého mycelia v 50 g pady
byla 200 mg, 40 mg, 8 mg, 1,6 mg, 320 pg a 64 pug. Ve vSech koncentracich bylo po extrakci
DNA detekovano pomoci real-time PCR V. nonalfalfae (Cq pro dané koncentrace v rozmezi
17-28) i V. dahliae (Cq pro dané koncentrace v rozmezi 19-30). Nasledné byla pfipravena
navazujici Sestidilna fedici fada V. nonalfalfae a V. dahliae s fedicim faktorem 5x, kdy vysledna
mnozstvi kazdého mycelia v 50 g pudy byla 64 ng, 12,8 png, 2,56 pg, 512 ng, 102,4 ng a 20,48
ng. Ve vSech koncentracich bylo po extrakci DNA detekovano pomoci real-time PCR
V. nonalfalfae (Cq pro dané koncentrace v rozmezi 28-40) i V. dahliae, (Cq pro dané
koncentrace v rozmezi 30-40).
Na zaklad¢ tohoto ptedbézného testu byly zvoleny nasledujici koncentrace pro stanoveni
analytické senzitivity metody, kdy kazdy ftedici stupeit byl pfipraven a testovan
ve 3 opakovanich (3 biologické replikaty): 2 pg, 200 ng, 20 ng, 2 ng mycelia v 50 g pady.
Nejnizsi koncentrace, u niz byl vysledek vSech 3 biologickych replikati pozitivni, byla 2 pg
na 50 g pady pro V. nonalfalfae i pro V. dahliae.
ProtoZe se jednd o multiplexni reakci se souCasnou detekci obou patogent a piipravené
testovaci fedici fady obsahovaly oba patogeny soucasné, byl testovan i vliv multiplexovani

16



na analytickou senzitivitu porovnanim se simplexovou detekci konkrétniho patogenu.
Vysledky detekce byly pro oba patogeny v obou provedenich srovnatelné, nebyl zjistén
vyznamny vliv multiplexovani na senzitivitu metody. Detekcni limit byl v obou variantach
(simplexni i multiplexni uspotfadani) pro oba patogeny stanoven na 2 pg mycelia v 50 g pudy.

Diagnostickd senzitivita:

Diagnosticka senzitivita vyjadiuje pravdépodobnost pozitivniho vysledku v piipadé testovani
skutecné pozitivniho vzorku (stanoveného jinou metodou). Vysledna hodnota je relativni ¢islo
v intervalu 0-1 (popi. 0-100 %), kdy v idealnim piipadé se blizi 1 (100 %).

Navrzeny detekéni systém byl testovan na vzorcich pid odebranych z ¢eskych chmelnic
s prokazanym vyskytem V. nonalfalfae (pidy s pfirozenym vyskytem V. dahliae nebyly v dobé
validace metody laboratofi k dispozici). Patogen byl v chmelnicich diagnostikovan ve vzorcich
rostlinného materidlu morfologicky po pfedchozi kultivaci na zivném médiu a konfirmovan
molekularné metodou tzv. DNA barcoding (EPPO, 2021). Pro testovani byly zvoleny dvé
zasazené chmelnice (tab. 4), pficemz z kazdé byly odebrany tfi dil¢i vzorky pudy v mnozstvi
cca 1 kg. Z kazdého z téchto Sesti dil¢ich vzorkt pad byly provedeny 2—3 nezavislé laboratorni
analyzy. V. nonalfalfae bylo detekovano v 16 z celkem 17 testovanych laboratornich vzorkd
(obr. 5). Diagnosticka senzitivita metody byla stanovena na hodnotu 94,1 % pro V. nonalfalfae.

Tabulka 4: Piehled pid pouzitych pro stanoveni vykonnostnich parametrti metody.

Lokalita i Vykonnostni parametr
Anal. | Diag. | Diag. | Selek. | Opak. | Repr.
senz. | senz. | spec.

Severni Morava | Chlebovice
Mladé&jovice
Olomouc
Partutovice
Stépanov

2l i=2]2]
el P P P .

Sumperk

Sttedni Cechy Kroucova
Pochvalov
Revni¢ov
Tteboc
Ustecky kraj Louny
Olomoucky kraj | Prerov p
i — pida infikovana uméle (u), pida infikovana pfirozené (p); Anal.senz. = analyticka senzitivita, Diag.senz. =

diagnosticka senzitivita, Diag. spec. = diagnosticka specifi¢nost, Selek. = selektivita, Opak. = opakovatelnost,
Repr. = reprodukovatelnost.
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Obr. 5: Real-time PCR Detekce V. nonalfalfae v ptirozené infikovanych ptdnich vzorcich.

3.6.2  Specifi¢nost
Analyticka specificnost:
Analyticka specifi¢nost vyjadiuje schopnost testu detekovat pouze takovy patogen, ktery ma
byt detekovan. Inkluzivita zahrnuje schopnost detekovat cilovy patogen i v pifipad¢ jeho
genetické diverzity, odlisného ptivodu ¢i hostitele Skodlivého organismu. Exkluzivita naopak
predstavuje schopnost testu nedetekovat slozky, které nemaji byt detekovany (tzv. kiizové
reakce napf. s pfibuznymi organismy, kontaminanty ptitomnymi ve vzorku).
Extrakce DNA ze vzorku je nespecifickd faze, ktera extrahuje veSkerou DNA pfitomnou
ve vzorku. Specifi¢nost real-time PCR testu uvadi diagnosticky standard EPPO PM 7/78
(EPPO, 2020)*. Inkluzivita dle n&j byla stanovena jako 100% na souboru 23 riiznych izolath
V. nonalfalfae a 6 izolati V. dahliae. Hodnota parametru byla verifikovana v laboratofi
UKZUZ na étyfech dostupnych izolatech V. nonalfalfae (dva z Ceské republiky a dva ptivodem
ze Slovinska - mirna a letalni forma) a jednom izolatu V.dahliae z Ceska.
Vramci exkluzivity dle EPPO PM 7/78 (EPPO, 2020)! bylo testovano 27 necilovych
mikroorganismii izolovanych ze zdravého chmele (17 druhii hub, 10 druhii bakterii). Zadné
kiizové reakce nebyly pozorovany. Zadné kiizové reakce nebyly pozorovany ani pii verifikaci
parametru Vv laboratoii UKZUZ pii testovani tif necilovych izolatli chmel napadajicich hub
(Botrytis cinerea, Fusarium sambucinum, Sclerotinia sclerotiorum) a Verticillium issacii
z vlastni kolekce OdDSOR Olomouc.

Diagnosticka specificnost:

Diagnosticka specificnost vyjadiuje pravdépodobnost negativniho vysledku testu v ptipade
testovani skute¢né negativniho vzorku. Vysledna hodnota je relativni ¢islo v intervalu 0-1
(resp. 0-100 %), kdy v idealnim ptipad¢ se blizi 1 (100 %).

Diagnosticka specificnost testu byla stanovena testovanim 6 vzorkl piid ndhodné odebranych
z 6 riznych severomoravskych lokalit (tab. 4) bez ptitomnosti V. nonalfalfae / V. dahliae
na hodnotu 100 %.

! Parametr byl testovan za pouziti odli$ného mastermixu pro real-time PCR.
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3.6.3 Selektivita
Selektivita je schopnost nezkreslené detekovat patogen v pritomnosti dalSich latek, jejichz
ptitomnost Ve vzorku se oc¢ekava (latky nerusi stanoveni).
Pro ovéteni mozného vlivu slozeni testované pidy na vysledek testu byly ndhodné odebrany
vzorky pud ze Sesti riznych lokalit na severni Moravé (tab. 4). Testovaci 50g dil¢i vzorky
jednotlivych ptud byly uméle infikovany roztokem c¢isté kultury V. nonalfalfae / V. dahliae
V homogenizacnim Soil CTAB pufru, v nadlimitni koncentraci. Ziskané¢ Cq hodnoty
pro jednotlivé pudy infikované testovanymi houbami v nadlimitni koncentraci jsou uvedeny
v tab. 5 (V. nonalfalfae) a 6 (V. dahliae).
Pii testovani pud infikovanych V. nonalfalfae jedna z testovanych pud (Partutovice) vykazovala
¢astecnou inhibici amplifikace v reakci interni PCR kontroly (mensi sklon amplifika¢ni ktivky,
viz obr. 6A) a uplnou inhibici v reakci detekujici V. nonalfalfae (nevznikla amplifika¢ni
ktivka). Po nafedéni DNA vzorku 10x jiz méla amplifikacni kiivka interni PCR kontroly
o¢ekavany tvar a v reakci pro V. nonalfalfae doslo k amplifikaci. U dalsich tfi pud (Chlebovice,
Mladé&jovice, Stépanov) nebyla pozorovana inhibice v reakci interni PCR kontroly, avsak
¢asteCna inhibice ve V. nonalfalfae specifické reakci (snizeni Cq hodnot pfi testovani 10x
fedéné DNA oproti nefedéné DNA) viz tab. 5.
Pii testovani pud infikovanych V. dahliae byla pouze u jednoho vzorku (Partutovice)
pozorovana castecna inhibice u reakce interni PCR kontroly, kde byl pozorovan nepatrné nizsi
sklon amplifika¢ni ktivky (obr. 6B) V reakci V. dahliae pii 10x fedéni DNA nedoslo
k ocekavanému zvyseni hodnoty Cq) (tab. 6).
Z divodu o¢ekavané nizké koncentrace hledanych patogent v ptidnich vzorcich byla selektivita
provétena také na 10 riznych pidiach uméle kontaminovanych limitnim mnoZstvim
V nonalfalfae aV. dahliae, tab. 4. Metoda umoznila detekovat oba hledané patogeny v limitnim
mnozstvi ve vSech testovanych ptadach (obr. 7).

Tab. 5: Primérné Cq hodnoty vzorkt rtiznych druhti pid uméle infikovanych nadlimitnim
mnozstvim V. nonalfalfae, analyzovanych pfistrojem StepOnePlus pfi manualnim nastaveni
thresholdu na hodnotu 0,04.

Neredéna DNA 10x fedéna DNA
V. nonalfalfae IK V. nonalfalfae IK
1 Chlebovice 29,0 18,7 26,9 21,5
2 Mladéjovice | 32,4 15,7 27,9 18,4
3 Olomouc 24,8 14,5 28,6 17,6
4 Partutovice 50 22,2* 27,0 18,8
5 St&panov 29,1 13,1 27,7 16,1
6 Sumperk 25,5 13,1 28,3 16,4

*plossi tvar amplifikacni kiivky indikuje pfitomnost vyznamného mnozstvi inhibitort real-time
PCR.
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Tab. 6: Primérné Cq hodnoty vzorku rtiznych druhti pud uméle infikovanych nadlimitnim
mnozstvim V. dahliae, analyzovanych pfistrojem StepOnePlus pii manualnim nastaveni

thresholdu na hodnotu 0,04.

Nerfedéna DNA 10x fedéna DNA

V. dahliae IK V. dahliae IK
1 Chlebovice 28,5 18,1 30,8 21,2
2 Mlad¢jovice | 28,4 15,1 30,5 18,4
3 Olomouc 28,1 14,8 30,6 17,1
4 Partutovice 30,4 17,2 31,4 20,2
5 Stépanov 28,6 13,5 30,7 16,5
6 Sumperk 27,9 13,3 30,4 16,5

A . B
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0

Obr. 6: Nizsi sklon amplifika¢nich kiivek (zluté) u reakce interni PCR kontroly u vzorku
s vyznamnym obsahem PCR inhibitord v matrici, které negativné ovliviiuji V. nonalfalfae
specifickou reakci a vyzaduji testovani 10x fedéné DNA. A — pida umeéle infikovana
V. nonalfalfae, B — piida uméle infikovana V. dahliae.
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Obr. 7: Ctyti vzorky ptid uméle infikované limitnim mnozstvim (2 pg/50 g pudy) mycelia
V. nonalfalfae (A) a V. dahliae (B).
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Tab. 7: Pichled zjisténych vykonnostnich parametri metody detekce a identifikace
V. nonalfalfae a V. dahliae v piid¢ pomoci real-time PCR.

Vykonnostni parametr V. nonalfalfae V.dahliae

Senzitivita analyticka 2 ug mycelia v 50 g pudy 2 ng mycelia v 50 g pudy

Senzitivita diagnosticka 94,1 % nestanoveno

Specifi¢nost analyticka - | VSechny testované izolaty (4) | VSechny testované izolaty (1)

inkluzivita byly detekovany. byly detekovany.

Specifi¢nost analytickd — | Nebyly pozorovany zadné Nebyly pozorovany zadné

exkluzivita ktizové reakce s testovanymi ktizové reakce s testovanymi
necilovymi organismy (5): necilovymi organismy (5):
Botrytis cinerea, Botrytis cinerea, Fusarium
Fusarium sambucinum, sambucinum, Sclerotinia
Sclerotinia sclerotiorum, sclerotiorum, Verticillium
Verticillium issacii, issacii, Verticillium
Verticillium dahliae, nonalfalfae.

Specifi¢nost diagnosticka 100 % 100 %

Selektivita Negativni  vliv slozeni pudy | Negativni vliv sloZeni pudy
neprokazan. neprokazan.

Opakovatelnost 100 % 100 %

Reprodukovatelnost 90 % 100 %

3.6.4 Opakovatelnost
Schopnost testu dosahnout stejného vysledku u opakovanych testovani stejného vzorku
za stejnych podminek (stejnou osobou na stejném pftistroji, stejném miste, v kratkém casovém
intervalu).
Jeden vzorek pidy uméle infikovany limitnim mnoZstvim obou patogent (2 pg kazdého
mycelia v 50 g pidy) byl analyzovan ve 3 nezavislych experimentech. Déle bylo 6 riznych
vzorkd pad zlokalit na severni Moravé (tab. 4) uméle infikovano limitni koncentraci
V. nonalfalfae a V. dahliae. Z ptipravenych homogenatt byly odebrany vzdy 2 alikvoty, které
byly nasledné analyzovany v rizné dny stejnou osobou s pouzitim stejného pfistrojového
vybaveni. Oba patogeny byly detekovany ve vSech testovanych vzorcich. Opakovatelnost byla
stanovena na hodnotu 100 %.

3.6.5 Reprodukovatelnost

Schopnost testu poskytovat neménny vysledek v ptipad¢ analyzy alikvotd stejného vzorku
za odlisnych podminek (jinou osobou, na jiném pfistroji, v jiném case).

Deset dostupnych vzorki pud (tab.4) byly uméle infikovany limitni koncentraci V. nonalfalfae
a V. dahliae (2 pg kazdého mycelia v 50 g pudy) a byly nasledn¢ analyzovany jinou osobou
S pouzitim jiného pfistrojového vybaveni (QuantStudio 3 real-time PCR system, Applied
Biosystems). V. nonalfalfae bylo detekovano v 9 z 10 vzorkd, zatimco V. dahliae ve vsech
10 vzorcich. Reprodukovatelnost testu V. nonalfalfae byla stanovena na 90 %, V. dahliae
na 100 %.

21



3.6.6 Robustnost
Robustnost je schopnost testu poskytovat spravny vysledek i pfi Gmyslné zménénych

podminkach.
Pfi dodrzeni stanoveného postupu diagnostiky V. nonalfalfae a V. dahliae se tento parametr
neuplatiiyje.

4.

Ochranna opatieni na pozemcich s vyskytem patogenu VNA

likvidace rostlin chmele i chmelovych konstrukei na zamotenych pozemcich,

zakaz vstupu na zamofené pozemky nepovolanym osobam,

jednorazova ocista a dezinfekce naradi, mechanizace, kol traktorti, obuvi osob a dal$iho
vybaveni pouzitého v pribéhu likvidace rostlin chmele, pokud dojde ke kontaktu s
pudou nebo rostlinnymi zbytky,

pravidelnd ocista a dezinfekce naradi, mechanizace, kol traktorti, obuvi a dalSiho
vybaveni po skonceni veskerych praci na zamotenych pozemcich, pied jejich
pfemisténim z téchto pozemki na jiné misto,

stanoveni osevniho postupu na zamotenych pozemcich, spocivajiciho v zatravnéni nebo
vysevu obilnin, a to v pribéhu nejméné 4 ukoncenych vegetacnich obdobi,

likvidace vsech vyhonti chmele (spalenim, odstranénim z pozemku) a potlacovani vSech
Sirokolistych pleveli na zamotenych pozemcich po dobu trvani karanténniho osevniho
postupu,

sniZeni intenzity zpracovani plidy, zvySeni davek hnojiv (N a K), pfipadné vyvéapnéni
kyselejSich pozemkd,

rozvrhnuti potadi praci v zamofeném uzemi tak, aby prace na zamotenych pozemcich
byly provadény az jako posledni, a to po pracich na pozemcich bezprostiedné s nimi
sousedicimi (chmelnice, orna ptida), a tyto sousedici pozemky pak po vSech ostatnich,
méné rizikovych pozemcich.

Preventivni opatieni na pozemcich bez potvrzeného vyskytu
patogenu

pravidelny monitoring zdravotniho stavu chmelnice a v pfipadé nélezu podezielych
rostlin zaslat na diagnostiku ptvodce,

k vysadbe¢ pouzivat zdravy (certifikovany) materidl, pfipadné material s rezistenci proti
puvodci,

pravidelnd ocista a dezinfekce naradi, mechanizace, kol traktori, obuvi a dalSiho
vybaveni po skonceni veskerych praci po jejich pfemisténi z pozemkl v blizkosti
zamoteného izemi na jiné misto,

rozvrhnuti poradi praci v blizkosti zamoteného izemi tak, aby prace na pozemcich v
blizkosti zamotenych ploch byly provadény az jako posledni (a to v€etné praci na orné
pud¢ v blizkosti rizikovych lokalit).
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Priloha 1

Soil CTAB pufr (120 mM fosfore¢nan sodny, pH 8,0, 2% CTAB, 1,5M NaCl).

Pro piipravu 1L navazit 45,61 g NasP04.12 H20, rozpustit v cca. 400 ml demineralizované
vody. Upravit pH na 8,0 pomoci HCI. Navazit 20 g CTAB a rozpustit v cca. 400 ml
demineralizované vody. Oba roztoky smichat. Poté piidat 87,66 g NaCl a michat do rozpusténi.
Nakonec doplnit do objemu 1L demineralizovanou vodou. Skladovat pfti laboratorni teploté!

5M Octan draselny:
Pro ptipravu 50 ml navazit 24,53 g octanu draselného a doplnit do objemu 50 ml
demineralizovanou vodou.

Acid washed silica - doba pfipravy cca. 9 dni (pracovat velmi oparné, v digestofi (praskovy
oxid kfemicity je karcinogenni pfi opakované nebo dlouhodobé inhalaci prachu):

Navazit 2 x 48 g oxidu kiemicitého, kazdych 48 g opatrné prenést do jedné 500ml sklenéné
lahve. Ob¢ lahve doplnit demineralizovanou vodou do 500 ml, dikladn¢ uzaviit a promichat.
Nechat odstat cca. 3 dny (dokud neni vidét usazeny oxid kiemicity na dn¢). Opatrné slit vétSinu
supernatantu (ponechat asi 2 cm hladinu nad usazeninou). Znovu doplnit demineralizovanou
vodou do 500 ml, dikladné uzaviit a promichat, nechat odstat cca. 3 dny (dokud neni vidét
usazeny oxid kiemicity na dng). Opatrné slit vétSinu kapaliny, zbylou usazeninu promichat
a ob¢ suspenze slit do jedné 250 ml sklenéné lahve. Nechat odstat cca. 3 dny (dokud neni vidét
usazeny oxid kifemicity na dn€). Odstranit ptebytek kapaliny a ponechat asi 2 cm hladinu.
Promichat. Druhou stejnou lahev naplnit do stejné urovné kohoutkovou vodou, tu prelit
do odmérného valce pro zjisténi objemu suspenze. K suspenzi piidat konc. HCI 1,25 pl/ml
suspenze. Promichat.

TSB
Navazit 30,0 g ptipravku TSB a zahtivat s 1000 ml destilované vody do tplného rozpusténi.
Autoklavovat 15 minut pti 121°C.
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