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Souhrn

Fytoplazmy jsou prokaryotni jednobunééné organismy, postradajici bunéénou sténu.
Ptezivaji a rozmnozuji se ve floému rostlin nebo v hemolymf¢ hmyzich ptenaSeci.
V hostitelskych rostlinach mohou fytoplazmy zpisobit Sirokou $kdlu pfiznakt, jako naptiklad
sterilitu, chlor6ézy, odumirdni rostlin, zakrslost, Zloutnuti nebo svinovani listi, coz vede ke
snizeni kvality a mnozstvi vynost. Fytoplazmy jsou detekovany pomoci rliznych
laboratornich metod, z nichz nejpouzivané;si jsou metody nested” PCR a kvantitativni PCR.

Vyznamnym zastupcem fytoplazem je fytoplazma stolburu, kterd infikuje predevsim
révu vinnou a kulturni plodiny z ¢eledi lilkovitych a mifikovitych, a jejimz hlavnim
pfenaseCem je Hyalesthes obsoletus. Velky vyznam pro Sifeni fytoplazmy stolburu maji

rezervoarove plevelné rostliny, jako naptiklad koptiva dvoudoma a svlacec rolni.

Tato diplomové prace preklada literarni piehled o fytoplazmé stolburu a jeji genetické
variabilité. Experimentalni ¢ast je zaméfena na studium genetické variability populaci
fytoplazmy stolburu v rostlinych hostitelich (pchac rolni, rajce jedlé, svlacec rolni, réva vinna)
a hmyzim vektoru (Zilnatka vironosnd) pomoci amplifikace genil stamp a vmp1, sekvencovani
a bioinformatické analyzy. In silico RFLP analyza vmpl genu prokazala pfitomnost dvou
odlisnych genotypti. U izolati fytoplazmy stolburu piivodem z révy vinné, pchace rolniho a
Hyalesthes obsoletus byl identifikovan vmpl profil I a izolati fytoplazmy stolburu ptivodem
ze svlacce roniho byl identifikovan vmpl profil V. V ramci vybraného souboru vzorki
vykazoval stamp gen vyssi genetickou variabilitu nez vmpl gen, zZadny z téchto gent ale
neumoznil rozliSeni izolath na zaklad¢ hostitelské specifity nebo geografickém ptivodu. Na
zaklad¢ analyzy haplotypl, jak v rdmci stamp, tak v ramci vmpl genu, bylo zji§téno, ze
populace fytoplazmy stolburu v jednotlivych hostitelich neni homogenni, byla detekovana
rizna mira jednonukletidového polymorfismu s vys§i mirou nesynonymnich mutaci. Populace
fytoplazmy stolburu z rajcete jedlého, révy vinné a Hyalesthes obsoletus vykazovaly malou
variabilitu, ktera vznikla v disledku jednonukleotidovych mutaci pouze v ramci daného
rostlinného hostitele nebo vektora. A vSak populace fytoplazmy stolburu z pchace rolniho a
svlace rolniho vykazovaly velkou variabilitu, ke které pravdépodobné doslo smésnou

infekci.



Summary

Phytoplasmas are the prokaryotic unicellular organisms lacking the cell wall. They are
living parasitically in the plant phloem or in the hemolymph of insect vectors. Phytoplasmas
induce in the host plants the wide range of symptoms such as steriltiy, chlorosis, necrosis and
plant dying, dwarfing, yellowing or leaf roling, that could lead to the decreasing of the quality
and crop yield. Phytoplasmas are detected using the various laboratory methods, the most
often used methods are the nested PCR and quantitative PCR.

The stolburu phytoplasma belongs to the economically important phytoplasmas. I tis
infecting grapevine and various solanaceous and apiaceous cultural crops, The most important
stolburu vector is Hyalesthes obsoletus Signoret. The reservoir weed plants, such as nettle and
bindweed, have the great importance for the stolburu phytoplasma spreading.

The theoretical part of this diploma thesis is reviewing problematics of stolbur
phytoplasma and its genetic variability. The experimental part is focused on the study of
genetic variability of stolbur phytoplasma populations infecting the different plant hosts
(creeping thistle, tomato, bindweed, grapevine) and the insect vector (Hyalesthes obsoletus).
The presence of the two different genotypes was detected using the in silico RFLP analysis of
vmpl gene. The vmpl profile 1 was identified among the stolburu phytoplasma isolates
obtained from the grapevine, creeping thistle and Hyalesthes obsoletus), the vmp1 profile was
identified among the isolates obtained from the bindweed. The stamp gene showed in the
selected set of samples the higher variability than vmpl gene. None of them allowed the
isolates discrimination according the host specificity or geographical origin. Haplotype
analysis based on the both stamp and vmpl genes showed that the stolbur phytoplasma
population in the hosts is not homogeneous, the various range of single polymorphism and the
higher frequency of non-synonymous mutations was detected. It was found the small
phytoplasma variability of tomato, grapevine and Hyalesthes populations, this polymorphism
is the result of the single mutation accumulation due to phytoplasmas replication within the
host plant or vector. The higher variability was identified among the stolbur phytoplasmas
identified in the populations from the creepy thistle and bindweed. The detected haplotype
variability could be explained as a result of the mixed infection originating from the repetitive

infection of the host plants.
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1. Cile prace

Cilem mé diplomové prace bylo vypracovani literarni reserSe na téma Variabilita

populaci fytoplazmy stolburu v rostlinnych hostitelich.

Cilem praktické casti byla detekce fytoplazmy stolburu pomoci 'nested” PCR,
amplifikace vybranych gend (vmpl, stamp) a stanoveni molekularni a sekvencni variability

populaci stolburu.



2. Uvod

Fytoplazmy nalezi do oddéleni Tenericutes, ttidy Mollicutes. Jsou to vyznamné
patogeny, které parazituji v sitkovicich rostlin a tim mohou zptlsobit rtizné choroby, které
mohou zapfiinit zna¢né ekonomické ztraty. Vyznamnym zastupcem fytoplazem je
karanténni fytoplazma stolburu, ktera infikuje révu vinnou a zplsobuje jeji onemocnéni
oznacované¢ ve Francii jako Bois noir, v Itdlii Legno Nero a v Némecku
Vergilbungskrankenheit. DalSimi casto fytoplazmou stolburu infikovanymi hospodaisky
vyznamnymi rostlinami jsou piedevs§im brambor, rajce, paprika, celer a lilek. Hlavnim
pfenaseCem fytoplazmy stolburu Zilnatka vironosna (Hyalesthes obsoletus Signoret).
Z geografického hlediska je fytoplazma stolburu rozSifena témeét v celé Evropé a dale pak
v Cing, Japonsku a Indii.

Cilem této diplomové prace bylo zjisténi molekularni variability populaci fytoplazemy

stolburu v rostlinnych hostitelich a hmyzim vektoru.
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3. Literarni prehled

3.1 Fytoplazmy

Fytoplazmy pfedstavuji monofyletickou skupinu organismii nélezici do oddéleni
Tenericutes, tiidy Mollicutes (Kube a kol., 1993). Mohou pfezivat a rozmnoZovat se pouze ve
floému rostlin nebo v hemolymf¢ hmyzu, ktery je pfenasi, coz jsou piedevsim mery a kiisi
(Seemiiller a Schneider, 2004). Vyvinuly se pravdépodobné z grampozitivnich bakterii
skupiny laktobacili redukci genomu a ztrdtou vnéj$i bunécéné stény (Bai a kol., 2006;

Bertacci, 2007; Hogenhout a kol., 2008).

Fytoplazmy jsou ekonomicky vyznamni piivodci mnoha onemocnéni planych i

kulturnich plodin.
3.2 Historie objevu fytoplazem

Fytoplazmy byly objeveny vroce 1967 Dr. Doi a jeho spolupracovniky.
V elektronovém mikroskopu pozorovali ve floému aster prokaryontni buniky bez bunécné
stény. Morfologicky a ultrastrukturou byly tyto organismy podobné zivoc¢iSnym
mykoplazmatiim, a proto byly oznaceny jako ,,MLOs*“ (,,mycoplasma-like organisms‘).
Neuspésné pokusy o izolaci a kultivaci in vitro téchto organismi probihaly tii desetileti.
Z toho divodu bylo velmi t€Zké tyto organismy charakterizovat a urcit jejich taxonomické
zafazeni. Az na zaklad¢ sekvencni analyzyl6S rDNA a ribozomalnich proteinii bylo zjisténo,
ze ,,MLOs* tvoii monofyletickou skupinu a byly zafazeny do tfidy Mollicutes (Gundersen a

kol., 1994).

The International Committee of Systematic Bacteriology (ICSB), Subcommittee on the
Taxonomy of Mollicutes v roce 1993 stanovila, ze oznaceni ,,MLOs“ bude nahrazeno
terminem fytoplazma. V roce 2004 byl pro oznaceni druhu fytoplazmy zaveden néazev

,Candidatus phytoplasma“ (Firrao a kol., 2004).
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3.3 Obecna charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou prokaryotni jednobunécné organismy, kulovitého nebo ovalného tvaru
s variabilni velikosti 200 — 800 nm. V pocatecnich stadiich infekce se mohou vyskytovat 1 ve
vlaknité a vétvené forme. Fytoplazmy postradaji bunécnou sténu, maji pouze plazmatickou

membranu, kterd odd€luje cytosol od okoli (Firrao a kol., 2004).

Genom je u vétSiny fytoplazem piredstavovan kruhovym chromozomem, ktery se
nachazi naptiklad u "Ca. Phytoplasma australiense” nebo u Onion Yellows Phytoplasma (OY-
M) a Aster yellows witches’- broom phytoplasma (AY-WB) patficich do druhu *Candidatus
(Ca.) Phytoplasma asteris’. V ptipad¢ izolatu AP fytoplazmy "Ca. Phytoplasma mali” bylo
zjisténo, ze ma linearni chromozém (Bai a kol., 2006; Kube a kol., 2008; Oshima a kol., 2004;
Tran-Nguyen a kol., 2008). Chromozdémy fytoplazem jsou velice malé, velikost se pohybuje
vrozmezi 530 — 1350 kb (Marcone a kol., 1999). Genom fytoplazem ma nizky obsah
cytosinovych a guaninovych bazi, asi 23 — 29 % (Bai a kol., 2006; Tran-Nguyen a kol., 2008).
Sekvence UGA plni u fytoplazem funkci stop kodénu (Bai a kol., 2006). Vsechny fytoplazmy
nesou unikatni sekvenci 16S rRNA genu CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT (Firrao a
kol., 2004). Porovnanim genoml fytoplazem bylo zjiSténo, ze obsahuji 14 - 23 %
repetitivnich oblasti, produkuji nizky pocet tRNA a byly u nich detekovany dvé kopie rRNA

operonu.

Bylo také zjisténo, ze genom fytoplazem obsahuje omezeny pocet gent kddujicich
zékladni metabolické drahy. Vzhledem k tomu, Ze jsou fytoplazmy parazity rostlin a hmyzu,
ze kterych ziskavaji potfebné metabolity, jsou ztraty n€kterych metabolickych drah dikazem
adaptace na paraziticky zplsob Zivota ve vyzivové bohatém prostiedi. DosSlo napiiklad
k redukci drahy pro ATP syntasu nebo pro syntézu aminokyselin a nukleotidi. Fytoplazmy
naopak oplyvaji velkym poctem transportnich systémii, pomoci nichz ziskdvaji pottebné
metabolity z hostitelt (Bai a kol., 2006; Hogenhout a kol., 2008; Kube a kol., 2008; Oshima a
kol., 2004; Tran-Nguyen a kol., 2008).
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3.4 Klasifikace fytoplazem

Jelikoz fytoplazmy nelze kultivovat in vitro, byly moznosti identifikovat a klasifikovat
tyto organismy dlouho omezené. Teprve s rozvojem molekularnich technik bylo mozné

fytoplazmy klasifikovat.

Klasifikace fytoplazem byla zaloZzena na délkovém polymorfizmu restrikénich
fragmentl (RFLP) unikatni sekvence 16S rRNA genu. V roce 1993 byl pomoci této metody
vytvoren prvni klasifikacni systém, jenz zahrnoval 9 skupin a 14 podskupin fytoplazem (Lee a
kol., 1993). Lee a kol. (1998) tento systém poté rozsifili na 14 skupin a 32 podskupin
fytoplazem. Pomoci fylogenetické analyzy sekvence 16S rRNA genu byl klasifika¢ni systém

dale rozsiten na 20 skupin (Seemiiller a kol., 1998).

Na zékladé RFLP analyzy sekvence 16S rRNA genu rozezndvame v sou€asnosti 28
skupin fytoplazem, pficemz kazd4d ztéchto skupin je reprezentovana alesponn jednim
referencnim izolatem (Wei a kol.,, 2007). V roce 2004 bylo jako taxonomicka jednotka
zastupujici druh ustanoveno oznaceni "Candidatus phytoplasma’ spp. (Firrao a kol., 2004;
Lee a kol.,, 1998). Pro popsani nového druhu ’Candidatus phytoplasma’ je nutné, aby
sekvence 16S rRNA genu (delsi nez 1200 bp) dan¢ho izolatu vykazovala mensi nez 97,5%
shodu s jakymkoliv jiz popsanym druhem 'Candidatus phytoplasma’. Novy druh miZze byt
také popsan i v ptipadé vyssi shody, pokud se jednd o prokazateln¢ ekologicky odlisnou
populaci. V tomto ptipadé musi byt splnény tfi podminky — fytoplazmy maji, v porovnani
s jakymkoliv jinym zndmym druhem fytoplazmy, odliSného hmyziho vektora, odliSného
pfirozeného rostlinného hostitele (nebo asponi chovani v nich) a existuji prukazné molekulérni
rozdily stanovené na zakladé¢ DNA hybridizace, serologické reakce nebo pomoci PCR assayi

(Bertaccini, 2007; Firrao a kol., 2004).
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Tab. 1: Systematické zatazeni fytoplazem (podle Firrao a kol., 2004)

Skupina
16Sr

Nazev skupiny

Druh "Candidatus Phytoplasma’

16Srl

Aster yellows

'Ca. Phytoplasma asteris'

'Ca. Phytoplasma japonicum'

16Sr1l

Peanut witches’-broom

'Ca. Phytoplasma aurantifolia'

16SrIII

X—disease

'Ca. Phytoplasma pruni'*

16SrIV

Coconut lethal yellows

'Ca. Phytoplasma palmae'*
'Ca. Phytoplasma cocostanzaniae'*
'Ca. Phytoplasma cocosnigeriae'*

'Ca. Phytoplasma castaneae’'

16SrV

Elm” yellows

'Ca. Phytoplasma ziziphi'
'Ca. Phytoplasma vitis'*
'Ca. Phytoplasma ulmi'

16SrVI

Clover proliferation

Ca. Phytoplasma trifolii'

16SrVII

Ash yellows

Ca. Phytoplasma fraxini'

16SrVIII

Loofah witches’-broom

"Ca. Phytoplasma luffae™*

16SrIX

Pigeon pea witches -broom

'Ca. Phytoplasma phoenicium'

16SrX

Apple proliferation

'Ca. Phytoplasma mali'
'Ca. Phytoplasma pyri'
'Ca. Phytoplasma prunorum'’
'Ca. Phytoplasma spartii'
'Ca. Phytoplasma rhamni'

'

'Ca. Phytoplasma allocasuarinae

16SrXI

Rice yellows dwarf

'Ca. Phytoplasma oryzae'

16SrXII

Stolbur

'Ca. Phytoplasma solani'*

'Ca. Phytoplasma australiense’'

16SrXIIT

Mexican periwinkle virescence

16SrXIV

Bermudagrass white leaf

Ca. Phytoplasma cynodontis'

16SrXV

'Ca. Phytoplasma brasiliense'

"Ca. Phytoplasma brasiliense’group

* nazvy druhi fytoplazem, které nebyly dosud formalné piijaty
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3.5 Zplsob prenosu a Sitfeni fytoplazem

Fytoplazmy napadaji Siroky okruh rostlinnych hostiteli, v nichz osidluji predevsim
buiikky floému (Hogenhout a kol., 2008; Lee a kol., 2000). Z rostliny na rostlinu jsou
fytoplazmy pifendSeny hmyzimi vektory, kterymi jsou piedevSim mery (Psylloidea) a kiisi

(Auchenorrhyncha) (Weintraub a kol., 2006).

Hmyz nasava floémovou s$tavu z rostliny infikované fytoplazmou (Bertaccini, 2007).
Poté nastava tzv. latentni perioda, kdy se fytoplazma dostdva pies stény traviciho traktu do
hemolymfy, ve které dochéazi k jejimu mnozeni. Nasledn¢ se fytoplazma musi dostat do
slinnych Zlaz. Teprve po uplynuti této periody mize hmyzi vektor pfenést fytoplazmu do
dal$ich rostlin pii séni jejich floémové §tavy (viz Obr. 1). Trvéni latentni periody se miize

pohybovat v rozmezi 7 — 80 dni (Agrios, 1997; Murral a kol., 1996).
Fytoplazmy mohou byt také pienaseny parazitickou rostlinou kokotici (Cuscuta spp.).
Dal8i moznosti Sifeni fytoplazem je vegetativni rozmnoZovani pomoci fizkl, oddenki, hliz

nebo cibulek (Lee a kol., 2000; Marcone, 2010).

infekce sanim

infikovana
; rostlina
*.;J\I [y B T tade \ o ) )
i d infikovany hyzl vektor
L ._i:-_,:,.:" - }. Ty
R -||I.~'-""é =
| : L latentni perioda
) I'
) rmhoieni
F g 'HH fytoplazrmy
- () |
mnozeni o .
fytoplazmy M= %vg
= e 3 |(l " % .
\ yAANY = zdrava infekcni himyzi vektor

% rostlina

indkulace sanim

Obr. 1: Zivotni cyklus fytoplazem (upraveno podle Christansen a kol., 2005)
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3.6 Ptiznaky infekce fytoplazmami

Fytoplazmy mohou v rostlinach vyvolat Sirokou skalu pfiznakti narusujici vyvoj rostlin.
Mezi typické pfiznaky patii nadmérnd produkce prytl z uzlabnich pupenii — metlovitost
(witches” broom), metamorfoza kvétnich organt v listy (fylodie), vyvoj zelenych kvéti a
pokles tvorby bézného kvétniho pigmentu (virescence), Zloutnuti ¢i z€ervenani listii nebo
stonktl, svinutky listdl, prodluzovani nebo zkracovani internodii, celkova zakrslost, chlordzy,
odumirani vyhonu ¢i listl, sterilita. Intenzita a typ symptomt zavisi predev§im na druhu
izolatu fytoplazmy, stadiu infekce, vnéjSich podminkéch nebo 1 hostitelské rostlin€. Na hmyzi
pfenasece fytoplazmy zpravidla nemaji Zadny vliv. Rostliny mohou byt vici fytoplazmové
infekci vnimavé nebo naopak tolerantni, tzn. Ze nevykazuji ptiznaky nebo vykazuji velmi

slabé ptiznaky infekce (Lee a kol., 2000; Marcone, 2010).
3.7 Ekonomicky vyznam fytoplazem

Od roku 1967 jsou evidovany stovky chorob vyvolanych fytoplazmovou infekei (Firrao,
2004). Fytoplazmy jsou spojovany s riznymi onemocnénimi planych 1 kulturnich druhi
rostlin. U mnoha zemédélskych rostlin se fytoplazmy zna¢né podili na snizovani vynosi a
kvality urody, ¢imz zplsobuji znacné ekonomické ztraty (Lee a kol.,2000; Marzachi, 2006).
V Evropé¢ mezi ekonomicky vyznamna onemocnéni patii naptiklad evropska zloutenka

peckovin (ESFY) a fytoplazma stolburu (Seemiiller a kol., 2004).
3.8 Detekce fytoplazem
Drive se k detekei fytoplazem vyuzivaly piredev§im metody elektronové a fluorescencni

mikroskopie. V soucasnosti je detekce fytoplazem nejCastéji provadéna metodami PCR nebo

kvantitativni PCR a RFLP analyzou.
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3.8.1 Elektronové mikroskopie

Pozorovanim v elektronovém mikroskopu byly fytoplazmy poprvé objeveny v roce
1967 (Doi a kol., 1967). Fytoplazmy lze pozorovat pomoci skenovaci (SEM) nebo transmisni
elektronové mikroskopie (TEM) (Lee a kol., 2000).

3.8.2 Fluorescencni mikroskopie

Tato metoda byla k detekci fytoplazem pouzivana hlavné v minulosti pro svoji
jednoduchost, nizké provozni naklady a rychlost. Pii fluorescenéni mikroskopii jsou
zhotoveny tenké fezy (10 — 15 um) ze stonktli, kofenli nebo fapikii testovanych rostlin. Tyto
fezy jsou nasledné barveny pomoci DNA fluorochromu DAPI (4’-6-diamidino-2-fenylindol).
Bezprostifedné poté jsou preparaty prohlizeny ve fluorescenénim mikroskopu, ve kterém je
pfitomnost fytoplazem detekovana jako modro-bile fluoreskujici body v sitkovicich
infikovanych rostlin. Touto metodou lze zjistit piitomnost fytoplazmy , ale nelze urcité jeji

druh (Ahrens a kol., 1992).

3.8.3 PCR (polymerazova fetézova reakce)

V soucasné dobé je nejvyuzivanéj$i metodou detekce fytoplazem polymerazova
fetézova reakce a to diky své vysoké citlivosti, specifi¢nosti a rychlosti reakce a
jednoduchosti provedeni. Kvili nizkym koncentracim fytoplazem se Casto vyuZziva metoda
‘nested” PCR, ktera probiha ve dvou krocich spouzitim univerzalnich i skupinové
specifickych primert, které jsou odvozeny z vysoce konzervativni oblasti 16S rRNA genu.
Univerzalni primery jsou vyuzivany pro detekci fytoplazem, ale jsou nevhodné pro
identifikaci druhu fytoplazmy nebo pii smésné infekci, v takovych ptipadech se vyuziva
specifickych primerd. V prvnim kroku ‘nested” PCR je provedena PCR amplifikace daného
useku DNA za pouziti prvniho paru primert. Ziskané PCR produkty jsou poté podrobeny
dalsi amplifikaci za pouziti druhého paru primert. PCR amplifikace byva casto nasledovana

RFLP analyzou nebo sekvencovanim (Ahrens a Seemiiller, 1994; Firrao a kol., 1993).
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3.8.4 Kvantitativni PCR

V poslednich letech je k detekci fytoplazem casto vyuzivana i kvantitativni PCR.
Pomoci této metody lze sledovat amplifikaci cilového fragmentu v jednotlivych cyklech
v realném cCase pomoci fluorescenc¢nich sond (napt. TagMan sonda) nebo fluorescen¢nich
barviv (napt. SYBR Green), které umoziuji detekovat mnozstvi PCR produktu v pribéhu
vlastni reakce. Fluorescence je méfena v pribéhu kazdého cyklu PCR a intenzita fluorescence
je pak pfimo imérnd mnozstvi amplifikované DNA ptitomné v reakéni smési. Vyhody této
metody spocivaji ve vysoké citlivosti, rychlosti a moznosti testovat velké mnozstvi vzorka

(Galleto a kol., 2005; Hren a kol., 2007; Christensen a kol., 2004).

3.8.5 RFLP (Polymorfismus délky restrikénich fragmentt)

RFLP analyza slouzi krozliSeni jednotlivych skupin a podskupin fytoplazem.
Amplifikované DNA fragmenty jsou Stipany restrikénimi enzymy (napt. Alul, Hhal, Kpnl
Msel, Rsal, Sspl, Trul). Restrikéni produkty jsou nasledné separovany prostfednictvim
horizontdlni elektroforézy v akrylamidovém nebo agar6zovém gelu s piimési ethidium
bromidu (mize byt nahrazen fluorescenc¢nimi barvivy jako napt. GelRed nebo GoldView) a
nasledné¢ vizualizovany v UV svétle. Porovnanim restrikcnich profili s kontrolnimi vzorky je

poté mozné identifikovat druh fytoplazmy (Lee a kol., 1998).

3.8.6 IPhyClassifier

IPhyClassifier je interaktivni nastroj, ktery byl vyvinut pro rychlou identifikaci a
klasifikaci riznych druht fytoplazem. [PhyClassifier simuluje in silico laboratorni rozklady
restrikénich enzymt, které jsou nasledn¢ analyzovany pomoci gelové elektroforézy a
v konec¢né fazi je vytvoren virtualni polymorfizmus délky restrik¢nich fragmenti (RFLP)
profild. Na zakladé modelovych vysledkit RFLP vypocita koeficienty podobnosti a dava
okamzité navrhy klasifikace zkoumané fytoplazmy do 16Sr skupiny a podskupiny.
[PhyClassifier stanovuje také celkové procentualni skore sekvenéni podobnosti s referenénimi
izolaty a piifazuje fytoplazmy v ramci studia do ptislusného druhu "Ca. Phytoplasma " jako
pfibuznych kmend podle zésad stanovenych v Phytoplasma Taxonomy Group of the

International Research Program on Comparative Mycoplasmology. IPhyClassifier umozinuje i
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vymezeni potencidlné novych skupin a podskupin fytoplazem, jakoz i novy druh "Ca.

Phytoplasma " (Zhao a kol., 2009, 2013).
3.8.7 Sekvencovani

Fytoplazmu lze identifikovat obousmérnym sekvencovanim oblasti 16S rRNA — 23S
rRNA genu a porovnanim této sekvence pomoci databaze s identickymi nebo podobnymi
sekvencemi. Tato metoda je ndrocnd na piistrojové vybaveni a Cas, jeji vyhodou je vSak

presna identifikace fytoplazem (Wei a kol., 2007).

3.8.8 Biologicka detekce

V soucasnosti se biologicka detekce provadi jen u ovocnych dfevin a to jejich roubovanim na

biologické indikatory (Pastore a kol., 2001).

3.9 Fytoplazma stolburu

Fytoplazma stolburu je patogen zptlisobujici zavazné onemocnéni u raznych druht
rostlin. Fytoplazma stolburu zplsobuje znacné ekonomické ztraty kulturnich plodin,
pfedevsim z Celedi lilkovitych a révy vinné, celeru, fepy cukrovky, jahodniku a levandule, pti
kterych dochazi k snizovani kvality i vynost téchto plodin (Navratil a kol., 2009).V ptipad¢
révy vinné je tato choroba oznacovana nékolika riznymi ndzvy: Bois noir (BN) ve Francii,
Legno Nero (LN) v Italii a Vergilbungskrankenheit (VK) v Némecku (Langer a Maixner,
2004).

3.9.1 Taxonomie

Podle klasifikace, kterou vytvofili Lee a kol. (1998) na zakladé RFLP analyzy za pouziti
restrikénich endonukledz Msel, Rsal a Alul, patii fytoplazma stolburu do skupiny 16SrXII a
podskupiny A (16SrXII-A). V roce 2007 tuto klasifikaci potvrdili 1 Wei a kol pomoci
virtudlni RFLP analyzy. Pro zéastupce fytoplazmy stolburu bylo taxonomickou komisi
navrhnuto druhové oznaceni Candidatus Phytoplasma solani’, jehoz platnost nebyla dodnes

oficidln¢ potvrzena (Firrao a kol., 2004; Lee a kol., 1998).
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Podle klasifikace vytvotené Lee a kol. (1998) se skupina fytoplazmy stolburu 16S
rDNA-XII dé€li na dvé podskupiny — A a B, zatimco pozdé&jsi klasifikace podle Wei a kol.
(2007) vytvoiena podle pocitacové simulace RFLP analyzy 16S rDNA, pfi niz byly pouzity i
dalsi restrikéni enzymy, jako napf. Bfal, EcoRl, Hhal, Taql, Hinfl, Hpall, Kpnl a Sau3Al,
rozsifila skupinu fytoplazmy stolburu 16S rDNA-XII na pét podskupin — A az E (viz Tab. 2).

Tab. 2: Rozd¢leni skupiny fytoplazmy stolburu (16S rDNA-XII) na podskupiny podle
klasifikace Lee a kol. (1998) a Wei a kol. (2007)

Nazev fytoplazmy Lee a kol. (1998) | Wei a kol. (2007)

Stolbur phytoplasma ('Ca. Phytoplasma solani 16SrXII - A 16SrXII - A
Grapevine yelows phytoplasma 16SrXII - A
Celery yellows phytoplasma (CelY) 16SrXII - A

"Ca. Phytoplasma australiense’ 16SrXII - B 16SrXII - B
Phormium yellow leaf phytoplasma (Pyl) 16SrXII - B

Strawberry lethal yellows phytoplasma 16SrXII - C

"Ca. Phytoplasma japonicum’ 16SrXII - D

"Ca. Phytoplasma fragariae’ 16SrXII - E

3.9.3 Hostitelsky okruh

Fytoplazma stolburu je patogen infikujici Sirokou Skalu kulturnich i planych rostlin.
Ptedevsim vsak napada rostliny z ¢eledi lilkovitych (Solanaceae) a révu vinnou (Vitis vinifera
L.). Mezi ekonomicky vyznamné hostitele z Celedi lilkovitych patii lilek vejcoplody
(Solanum melongela L.), lilek brambor (Solanum tuberosum L.), rajce jedlé (Solanum
lycopersicum L.), dale paprika rocni (Capsicum annum L.) nebo mifik celer (Apium
graveolens L.) (Cimerman a kol., 2009; Navratil a kol., 2009; Langer a Maixner, 2004; Sforza
a kol., 1998). Hlavni rezervoarové rostliny, ze kterych je fytoplazma stolburu pfendsena
pomoci vektori na jiné rostliny, jsou pfedevs§im svlacec rolni (Convolvulus arvensis L.) a
koptiva dvoudoma (Urtica dioica L.) (Langer a Maixner, 2004). DalSim hostitelem
fytoplazmy stolburu mtize byt napt. cukrova fepa (Beta vulgarit), jahodnik (Fragaria vesca
L.) nebo levandule 1€katska (Lavandula angustifolia L.) (Cimermann a kol., 2009; Langer a

Maixner, 2004).
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3.9.3 Ptiznaky infekce

U rlznych hostitelskych rostlin zptisobuje fytoplazma stolburu rizné ptiznaky. Na révé
vinné je nejvyraznéj$im ptiznakem infekce fytoplazmou stolburu zména zbarveni listu a zilek.
U bilych odrid révy vinné dochézi k pfed€asnému zeZloutnuti, kdezto u cervenych odrid
dochazi k zCervenani az k zfialovéni listd. V teplejSich oblastech dochéazi v nékterych
ptipadech i ke svinovanti listii nebo také k nekroze zasazenych ¢asti listd. U kvétl révy vinné,
napadenych fytoplazmou stolburu, dochazi k pfed€asnému usychani a opadu. Na plodech se
infekce projevuje scvrkavanim a jejich pfedéasnym opadem. Dal§im pifiznakem infekce muiZze
byt také dievnaténi letorosti (Hren a kol., 2009; Milkus a kol., 2005). Pfiznaky infekce
fytoplazmy stolburu na révé vinné se mohou projevit jak jen na nékterych vyhonech, tak i na
celém kefi. Na rajéatech se infekce fytoplazmou stolburu projevuje redukovanymi nebo
chlorotickymi listy. Vyhonky rajcat mohou byt vice vzpfimené nez u zdravych rostlin. Mezi
dalsi pfiznaky infekce na rajcatech patii listnaténi kalichu a zakrnéni koruny i pohlavnich
organt. Na bramboru jsou typickymi pfiznaky infekce fytoplazmou stolburu zmény zbarveni
a tvaru listd, vadnuti rostlin a povadlost a mékkost hliz brambor. U svlaéce infikovaného
fytoplazmou stolburu se mohou projevit piiznaky jako deformované a redukované kvéty,
zelenokvétost, ztrata plazivosti, metlovitost a vznik redukovanych listi (Jovi¢ a kol., 2011,

Navratil a kol., 2009, Valenta, 1953).

3.9.4 Vektorovy ptrenos

Hlavnim vektorem ptenaSejicim fytoplazmu stolburu je Zilnatka vironosna (Hyalesthes
obsoletus Signoret), kterd je pfedev§im pienaSeCem onemocnéni Bois noir, Legno Nero a
Vergilbungskrankenheit (Lessio a kol., 2007; Sforza a kol., 1998). Ve Francii jsou zilnatky
vironosné letové nejaktivng$i ptfiblizné¢ od poloviny ¢ervna do poloviny srpna, podobna
situace byla pozorovana i v Ceské republice. Dospéli jedinci Zilnatka vironosna pienasi
fytoplazmu stolburu z plevelnych rostlin, nejcastéji svlacce nebo koptivy, kde dokoncuji
vyvoj, na révu vinnou, ktera je tak povazovéana za konecného hostitele (Fialova a kol., 2009;
Bressan a kol., 2006; Sforza a kol., 1999, Navratil a kol, 2009). V roce 2010 byl v Ceské
republice potvrzen dramaticky nartist poctu zachycenych jedincii na sledovanych lokalitaich

v zemé&délsky vyznamnych oblastech na jizni Moravé (Safafova a kol., 2011).
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DalSimi potvrzenymi hmyzimi vektory fytoplazmy stolburu jako napi. Macrosteles
quadripunctulatus, Anaceratagallia ribauti (Battle a kol., 2008; Riedle-Bauer a kol., 2008),
Pentastiridius beieri, Reptalus panzeri (Gatineau a kol., 2001; Jovi¢ a kol., 2007; Maixner a
kol., 1995). Moznymi, ale nepotvrzenymi vektory, ve kterych byla fytoplazma stolburu
detekovana jsou naptiklad Reptalus quinquecostatus, Psammotettix alienus, Dryodurgades
reticulatus, Dictyophara europaea, Anoplotettix fuscovenosus (Riedle-Bauer a kol., 2008;
Trivellone a kol., 2005). V Ceské republice se kromé Zilnatky vironosné vyskytuji i dalsi
vektoti, naptiklad Euscelis incisus, Macrosteles quadripunctulatus, Macrosteles cristatus,

Anoscopus albifrons a Speudotettix subfusculus.

3.9.5 Geografické rozsiteni stolburu

Casty vyskyt fytoplazmy stolburu byl pozorovan na uzemi Francie, Italie a Némecka.
Fytoplazma stolburu byla také identifikovana na tzemi Bulharska, Mad’arska, Polska,
Ukrajiny, Ruska, Chorvatska a Srbska. Dale byl jeji vyskyt zaznamenan ve Spanélsku,
Svycarsku, Cing, Japonsku a Indii (Avramov a kol., 2011; Boudon-Padieu, 2003; Chaturvedi
a kol., 2010; Ember a kol., 2011; Gao a kol., 2012; Ivanovi¢ a kol., 2011; Kessler a kol.,
2011; Kélber a kol., 2003; Milkus a kol., 2005; Rashidi a kol., 2010; Zwolinska a kol., 2012).

3.9.6 Geneticka variabilita fytoplazmy stolburu

Fytoplazmy se mezi sebou mohou ovliviiovat diky piekryvajicim se uzemim hmyzich
vektorl a rostlinnych hostitelli, v disledku ¢ehoz mizZzeme mezi ¢leny jednotlivych skupin

fytoplazem pozorovat velké genetické rozdily (Lee a kol., 1998).

Zakladem detekce a klasifikace fytoplazem je sekvence 16S rRNA genu, ktery vSak
vykazuje nizkou genetickou variabilitu. Kvili vysoké konzervativnosti nelze sekvenci 16S
rRNA genu pouZit k podrobné;si diferenciaci fytoplazem liSicich se specifitou k vektoru nebo
hostitelské rostliné. Proto byly pro spolehlivéjsi rozliSeni v ramci podskupin fytoplazem
hledany jiné oblasti DNA, které by vykazovaly daleko vy$$i genetickou variabilitu. Pro
studium variability fytoplazmy stolburu se jako nejvyhodnéjsi ukazaly neribozomdlni geny,
jako jsou map, secY, tuf a vmpl (Cimerman a kol., 2009; Pacifico a kol., 2007; Schneider a

kol., 1997).
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3.9.6.1 Geneticka variabilita stamp genu

Stamp gen kbéduje antigenni povrchovy membranovy protein o 157 aminokyselindch s
hydrofobnim C-terminalni koncem. Pii expresi stamp genu v Escherichia coli je produkovéan
peptid o molekulové hmotnosti 16 kDa. Stamp gen je ze 26 % - 40 % shodny s AMP
(antigenni membranovy protein) 'Ca. Phytoplasma asteris' a ze 40 % shodny s AMP 'Ca.
Phytoplasma japonicum'. Hlavni roli u fytoplazem ma sftamp gen pfi interakci s hmyzimi
vektory, u kterych ovliviiuje bunky mikrofilament a podili se tak na interakci vektora a

hostitelské rostliny (Fabre a kol., 2010, 2011).

Geneticka variabilita stamp genu byla hodnocena u fytoplazmy stolburu v porovnani
s geny secY a tuf. Pro porovnani variability genu stamp a secY byly oba geny podrobeny PCR
amplifikaci u souboru izolati fytoplazmy stolburu. Izolaty pochazely z Francie, Italie,
Némecka, Madarska, Bulharska, Chorvatska, Recka, Srbska, Libanonu a Azerbéjdiénu.
Nasledné byla provedena fylogeneticka analyza. Stamp gen byl vice variabilni nez secY gen.
Variabilita stamp genu byla charakterizovana mnozstvim nesynonymnich mutaci. Pomér mezi
synonymni a nesynonymni mutaci byl pro stamp gen 2,78 a pro secY gen 0,64. To znamena,
7e stamp gen je podroben pozitivni diverzifikaci selek¢nim tlakem. Pokud jde o zemépisny
puvod izolatd a stamp sekvence, byla vétSina francouzskych, italskych a chorvatskych izolata
pfifazena ke stejné fylogenetické vétvi. Druhd vétev fylogenetického stromu odpovidala
izolatim z Némecka, Madarska a Bulharska, zatimco tfeti vétev odpovidala izolatim
z Recka, Srbska, Libanonu a Azerbajdzanu. Pfi porovnani s fuf genem bylo zji§téno, Ze
vSechny izolaty odpovidaji typu tuf-b a byly v tomto ptfipadé pfifazeny k jedné monofyletické
vétevi (Fabre a kol., 2010, 2011).

3.9.6.2 Geneticka variabilita vmp1 genu

Gen vmpl (viz Obr. 2) koduje povrchovy membranovy protein. Diive byl tento gen
nazyvan stol-1H10 (Pacifico a kol, 2007, 2009). VmpI gen hraje u fytoplazem zasadni roli
v molekularnich mechanismech, které tidi interakci s hmyzimi vektory 1 rostlinnymi hostiteli.
V prvotni fazi zivotniho cyklu fytoplazem vmp1 gen napomaha ptilnuti a invazi do hostitelské
buniky napt. hmyziho stfeva, epitelu nebo slinnych Zl1az. Tento gen byva také spojovan se

schopnosti interakce fytoplazmy s konkrétnim hmyzim vektorem (Cimerman a kol., 2009).
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Hydrofilni doména (350 aa)

O S e e |
557 aa
LP repeated domains B and B* 80 to 84 aa ™
27 aa 22 aa

Obr. 2: Struktura vmp1 proteinu (upraveno podle Cimerman a kol., 2009)
Legenda: aa — aminokyselina; LP — terminacni signal; TM — transmembranovy alfa helix; B,B
" - opakujici se domény

Délka vmp1 genu, ktery koduje protein o 557 amikokyselindch, je 1674 bp. Tento gen je
homologni ke genu kodujicimu povrchovy lipoprotein VPMA Mycoplasma agalactiae. Vmpl
protein je umistén hydrofilnim N-termindlnim koncem v membrané fytoplazem a jeho
molekulova hmotnost je 57,8 kDa. Ve srovnani s geny map, secY a tuf, vykazuje gen vmpl
zietelnou variabilitu. Z vysledki Southern blot hybridizace bylo zjisténo, Zze vmpl gen se na
chromozomech fytoplazmem nachazi v nejméné dvou vysoce homolognich kopiich a dalSich
ne zcela homolognich kopiich. Variabilita vmp/ genu byla uréena pomoci PCR reakce
s pouzitim primerd StollH10F/StollHIOR a TYPHIOF/TYPH10R a naslednou RFLP
analyzou s pouzitim restrikéniho enzymu Rsal. Takto bylo ziskano osm restrik¢nich profila

s odlisnou velikosti a poctem fragmentii (Cimerman a kol., 2009).

Pacifico a kol. (2009) variabilitu vimp genu potvrdili u izolath fytoplazm pochézejicich
z révy vinné, svlacce, kopfivy a vektora zilnatky vironosné, které¢ byly pivodem z Francie a
Italie. Vmpl gen byl podroben 'nested” PCR reakci s pouZzitim specifickych primert
HI10F1/H10R1 a HIOF2/H10R2 a byly ziskany produkty tfi riznych velikosti (1570 bp, 1820
bp, 2070 bp). Tyto produkty byly pii nasledné¢ RFLP analyze s pouzitim restrikénich enzymil
Rsal a Alul rozdéleny do dvanacti odlisSnych profilt, V1 az V12. Ve vzorcich révy vinné
z Francie bylo detekovano sedm raznych restrikénich profila, a pfevazujici byl profil V1. Ve
vzorcich révy vinné z Italie bylo detekovano devét riznych profili a nejcastéji zastoupenym
byl profil V3. Tento profil V3 byl také detekovan u koptiv a u 98 % hmyzich vektort zilnatky
vironosné z Itdlie. V izolatech svlacce byly identifikovany ¢tyfi profily a nejCastéji se
vyskytoval profil V12. Tesstori a kol. (2009) studovali variabilitu na révé vinné v Sicilii.
Ziskan¢ restrik¢ni profily odpovidaly pirevazné profilu V1. Potvrdili tak zjisténi Pacifica a kol.

(2009), Ze u izolath révy vinné se vyskytuje pfevazné profil V1.
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Fialova a kol. (2009) studovali genetickou variabilitu vmpl genu v Sirokém spektru
rostlinnych hostiteli v omezené zemépisné oblasti Ceské republiky. RFLP analyza odhalila
variabilitu restrikénich fragmentl pro pét riznych profilt (I-V), pfiCemz profil I byl nejcasteji

zastoupeny.
3.9.6.2 Geneticka variability dalSich geni

Tuf gen koduje elongacni faktor Tu (EF-Tu), jenz hraje hlavni roli pfi translac¢nich
procesech. Poprvé byl fuf gen amplifikovan pfi analyze fytoplazem skupin zloutenky astry,
stolburu, proliferace jabloné, Zloutenky jilmu, X-disease a zloutenky jasanu. Pfi amplifikaci
tohoto genu pomoci primert fTufAy/rTufAy bylo prokdzano, ze fytoplazmy ze skupin
zloutenky aster a stolburu jsou nejblize ptibuzné, a pti analyze ziskanych sekvenci dale takeé
to, Ze tuf gen je vice variabilni nez 16S rDNA, a proto je vhodny pro rozliSeni fytoplazem,
které je tézké rozlisit na zédkladé 16S rDNA (Schneider a kol., 1997). Genetickou variabilitu
fytoplazmy stolburu "Vergilbungskrankheit” (VK) v Némecku v rdmci tuf genu studovali
Langer a Maixner (2004). Vzorky pochéazely z infikované révy vinné, svlacce, kopfivy a
z vektora Hyalesthes obsoletus. Pomoci enzym / RFLP analyzy byly rozlisSeny tii VK
genotypy - VK-I, II a III. Nejrozsitenéjsi je genotyp VK-II, ktery byl detekovéan na révé vinné,
vektoru Hyalesthes obsoletus a svlacci. Genotyp tuf-a je naopak povazovan za
charakteristicky pro fytoplazmu stolburu s koptivou jako hostitelskou rostlinou. Fialova a kol.

(2009) vsak detekovala i typ VK-II nejen na svlacci, ale i u kopftivy.

SecY gen koduje podjednotku proteinu translokazy. Sekvence secY genu je dlouhd 1239 bp,
ktera kdduje protein o 413 amikokyselinach a jeho molekulova hmotnost je 45,9 kDa. Tento
gen je vSudypfitomny mezi Zivymi organismy, secY homology byly identifikovany u bakterii,
archei 1 eukaryot. SecY gen je dulezitym proteinem translokace bilkovin a je soucasti tzv. Sec
systému, ktery je nezbytny pro bundénou Zivotaschopnost (Kakizawa a kol., 2001). Seruga
Music a kol. (2011) na zdklad¢é porovnani fylogenetické analyzy secY genu a RFLP analyzy
tuf-b genu povazuje secY gen za variabilnéj$i nez tuf-b. Cimermann a kol (2009) ale ptesto

povazuje za nejvariabiln€jsi vmp I gen.
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3.9.7 Fytoplazma stolburu v Ceské republice

Patrné prvni vyskyt fytoplazmy byl zaznamendn v roce 1933, kdy byla popséna
nezvykld mozaika vyskytujici se na rajéatech v okoli Bieclavi (Valenta, 1953). V Ceské
republice je fytoplazma stolburu dlouho zndmou chorobou, mistni epidemie a vektorovy
pienos byly velmi intenzivné studovany v 50. a 60. letech minulého stoleti. Do 90. let
minulého stoleti pak nebyl zaznamenan zadny vyskyt fytoplazmy, coZ bylo ziejmé zplisobeno
pouzivanim herbicidi a insekticidd. V roce 2003 bylo zaznamenano hlavni ohnisko
fytoplazmy stolburu na jizni Moravé a pozorovano jeji pomalé Sifeni (Fialova a kol., 2009,
Navratil a kol., 2008). Soucasny stav rozsifeni fytoplazmy stolbruru v ¢eskych a moravskych
vinicich byl sledovan v letech 2005-2011. Ve vinafské oblasti Morava byly pfiznaky Bois
noir pozorovany ve vinicich ve viech podoblastech. Oproti tomu ve vinaiské oblasti Cechy

byl vyskyt této choroby detekovan jen sporadicky (Stary a kol., 2013).

Fialové a kol. (2009) jako prvni studovali genetickou variabilitu fytoplazmy stolburu
vramci jednoho regionu. Pouzité izolaty fytoplazmy stolburu pochazely z ptiznakovych
rostlin (réva vinna, mifik celer, rajce, brambor, paprika, svlac¢ec rolni, pcha¢ oset, laskavec
ohnuty, kopfiva dvoudomad, opletnik polnik) z okoli Lednice, Perné a Bfezi na jizni Moravé.
Pro zjisténi genetické variability izolath byly pouzity neribozomalni geny vmpl, tuf. U vimpl
genu byla zaznamenana vys$i variabilita. Vmpl gen byl podroben 'nested” PCR s pouzitim
primert StolH10F1/ StolHIOR1 a TYPH10F/ TYPHIOR. Nasledn¢ byla provedena RFLP
analyza s pouZzitim restrikénich enzymi Rsal, pficemZ bylo ziskano pét rozdilnych profild,
oznacenych I az V. NejcCastéji zastoupeny byl profil I, ktery byl pfitomen u sedmi z jedenacti
hostitelskych rostlin z okoli Lednice. Profily II, III a V byly nalezeny pouze v Lednici,
zatimco profil IV byl nalezen na révé vinné a koptivé dvoudomé z Bfezi. V této studii byl
dale fuf gen podroben nested” PCR s pouzitim primert Tufl{/ Tuflr a TufAyt/TufAyr, kterou
nasledovala RFLP analyza s pouzitim restrikéniho enzymu Hpall, ptfi€emZ bylo zjiSténo, ze
vSechny vzorky odpovidaji profilu tuf-b. V neposledni fad¢ byla provedena fylogeneticka
analyza secY genu. Sekvence secY genu byly stanoveny z deseti vzorkl z Lednice, Perné a
Bftezi, jakoZ 1 pro pét referencnich izolath mnoZenych roubovanim. Zatimco referenéni vzorky
poskytly pét riznych secY sekvenci, Ceské vzorky poskytly pouze dva typy sekvenci. Jeden
vzorek z Bfezi, dva vzorky z Perné a tfi vzorky z Lednice mély secY sekvenci stejnou jako
referencni izolat z Francie a tfi vzorky z Biezi mély secY sekvenci stejnou jako referencni

izolat z Némecka.
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4. Material a metody

4.1 Rostlinny material

K urc¢eni molekularni variability populaci fytoplazmy stolburu bylo vybrano pét vzorkd,
ve kterych byla jiz diive detekovana ptitomnost fytoplazmy stolburu. Jednalo se o vzorek
DNA izolované z révy vinné (Vitis vinifera L.) a svlacce rolniho (Convolvulus arvensis L.)
puvodem z lokality Pernd, rajcete jedlého (Solanum Ilycopersicum L.), pchace rolniho
(Cirsium arvense (L). Scop.) a vektora Zilnatky vironosné (Hyalesthes obsoletus Signoret)
z lokality Lednice. Tyto vzorky byly odebrany a DNA byla izolovdna pracovniky laboratoie

molekularni biologie mikroorganismi, Katedry bunécné biologie a genetiky PiF UP.
4.2 PCR amplifikace cilovych genli

U vybranych vzorkii byla studovana variabilita populaci fytoplazmy stolburu
prostiednictvim gentli stamp a vmp1. Pfitomnost fytoplazmy stolburu byla detekovana pomoci
metody ‘nested” PCR s univerzalnimi primery, amplifikujicimi 16S rRNA gen. 'Nested” PCR
probihala ve dvou krocich. V prvnim kroku nested” byla nejprve piipravena reakéni smés
navySena sohledem na pocet amplifikovanych vzorkid. Do 1,5 ml zkumavky byly
napipetovany jeji jednotlivé slozky (viz Tab. 4), s pouzitim primerti StampF/StampRO (viz
Tab. 3) pro amplifikaci stamp genu a nebo StolH10F1/StolH10R 1 (viz Tab. 3) pro amplifikaci
vmpl genu. Reakéni smés pro PCR amplifikaci byla pfipravena na ledu ve sterilnim boxu.
Reakéni smés byla po 22 pl rozpipetovana do PCR mikrozkumavek o objemu 0,2 ml a k ni
byly nasledné ptidany 2 ul (cca 100 ng) vyizolované DNA. Poté byly vzorky protiepany
vortexovanim, stoCeny ve stolni centrifuze a vlozeny do termocycleru, v némz nasledné

probéhla PCR reakce za specifickych podminek (viz Tab. 5, 6).

V druhém kroku byla obdobné jako v prvnim kroku pfipravena reakéni smés pro PCR
amplifikaci (slozeni viz Tab. 4) s pouzitim primerti StampF1/StampR1 (viz. Tab. 3) pro
amplifikaci stamp genu anebo TYPH10F/TYPHI10R (viz Tab. 3) pro amplifikaci vmpI genu.
Do této reakéni smési byly pfidany 3 ul 20krat fedéného PCR produktu z prvniho kroku
nested” PCR a byla provedena PCR amplifikace za specifickych podminek (viz Tab. 5, 7).
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Tab. 3: Sekvence primert pouzitych pro nested” PCR

([:i?;f;?ll Sekvence primeru (5-3") V;l;lggfltkl:uCR Reference
Stamp gen
StampF GTAGGTTTTGGATGTTTTAAG 637 bp
StampRO | AAATAAAAGAACAAGTATAGACGA Fabre a kol.,
StampF1 TTCTTTAAACACACCAAGAC 578 bp 2010
StampR1 AAGCCAGAATTTAATCTAGC
Vmpl gen
StolH10F1 AGGTTGTAAAATCTTTTATGT - Cimerman a
StolHIOR1 | GCGGATGGCTTTTCATTATTTGAC ’ kol., 2009
TYPHIOF AACGTTCATCAACAATCAGTC L4k Fialové a kol.,
TYPHIOR CACTTCTTTCAGGCAACTTC ’ 2009

Tab. 4: SloZeni reakéni smési pro PCR reakci

Polozka Konc’entrace Mnoistvﬁ na
pracovniho roztoku reakci
PCR pufr 10x 2,50 pl
MgCl2 50 mM 0,75 wl
Voda 16,50 pul
dNTP (Fermentas) 2 mM 1,25 ul
F primer 20 pmol/ul 0,25 ul
R primer 20 pmol/ul 0,25 ul
Platinum Taq DNA polymerasa (Invitrogen) 5 U/ml 0,50 pl
Objem reakcéni smési 22 ul
Objem vzorku 3ul
Celkovy objem reakce 25 ul

Tab. 5: Podminky "nested” PCR pro primery StampF/StampR0 a StampF1/StampR1 (Fabre a
kol., 2010)

Teplota Doba Pocet cykli
94 °C 4 min 1
94 °C 30s
56 °C 30s 35
72 °C 1 min 30 s
72 °C 7 min 1
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Tab. 6: Podminky "nested” PCR pro primery StolHI0F1 / StolH10R1 (Fialové a kol., 2009)

Teplota Doba Pocet cykla
94 °C 4 min 1
94 °C 30s
52°C 30s 35
72 °C 2 min
72 °C 10 min 1

Tab. 7: Podminky "nested” PCR pro primery TYPH10F/TYPH10R (Fialova a kol., 2009)

Teplota Doba Pocet cyklu
94 °C 4 min 1
94 °C 30s
55°C 30s 35
72 °C 1 min 30 s
72 °C 5 min 1

4.3 Detekce PCR produktu

Uspésnost PCR amplifikace byla vyhodnocena elektroforetickou separaci v 1%
agarozovém TAE gelu. Jeho zasobni roztok byl pfipraven smichanim a naslednym rozehtatim

3 g agardzy (Agarose I, AmrescoR) s 300 ml TAE (1x) pufru v mikrovinné troub¢.

Z ptipraveného zéasobniho roztoku agar6zového gelu bylo odebrano 50 ml gelu, do
kterého bylo pfidano 2 pl barviva GoldView (SBS, Beijing, China). Po promichéni byl gel
nalit do elektroforetické vanicky a ponechdn tuhnout cca 45 min. Poté byl gel umistén do

elektroforetické komory a pielit 1x TAE pufrem.

Do prvni jamky gelu byl nanesen standard molekulové vahy (Gene Ruler ™ 100bp Plus
DNA Ladder, Fermentas) o objemu 2 ul. Do dal$ich jamek bylo nandseno 5 pl PCR produktu
smichaného se 2 pl 6x Loading dye (Promega). Elektroforeticka separace probihala asi 30-45
min pfi stejnosmérném napéti 80 V. Po ukonceni -elektroforetické separace byl gel
vyhodnocen pomoci UV transluminatoru a dokumentovan pomoci dokumenta¢niho systému

GeneSnap (Syngene).
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4.4 1zolace PCR produktu z gelu

Izolace PCR produktu byla provedena pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit podle
protokolu vyrobce (QIAquick Spin Handbook 07/2002; QIAGEN, Germany).

Z vysledkii PCR reakce po elektroforéze byly vybrany pozitivni vzorky. Ty byly
podrobeny elektroforéze v 1% agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium bromidu, kdy do 75 ul
gelu bylo pfidano 6 pl ethidium bromidu (10 mg/ml). Elektroforéza probihala pfii
stejnosmérném napéti 80 V po dobu cca 45 min. Poté byl 1% agardézovy gel umistén na UV
transluminator a sterilnim skalpelem byly za prochéazejiciho UV svétla vyfiznuty oblasti
obsahujici PCR produkt. Kazda vyfiznuta oblast byla pfenesena do pfedem zvazenych 1,5 ml
mikrozkumavek a byla zjiSténa jejich hmotnost. Do zkumavek byl pfidan QG pufr
v trojnasobném mnozstvi vahy gelu (100 mg gelu ~ 100 pl pufru). Nasledné byly zkumavky
inkubovany 10 min pii 50 °C v dry-bloku, dokud se gel kompletné nerozpustil. Pro lepsi
rozpusténi gelu byly zkumavky béhem inkubace vortexovany v intervalu 2-3 min. Po
kompletnim rozpusténi gelu byl pfidan jeden objem izopropanol (100 mg gelu ~ 100 ul
pufru). QIAquick kolonky pro izolaci byly vloZeny do sbérnych zkumavek a cely objem
kazdé smési byl do této kolonky napipetovan. Kolonky byly centrifugovany 1 min pfi
13 000 rpm. Protekly obsah ve sbérnych zkumavkach byl vylit a kolonka byla vracena do
sbérnych zkumavek. Na kolonky bylo napipetovano 500 ul QG pufru. Kolonky byly
centrifugovany 1 min pifi 13 000 rpm. Protekly obsah ve sbérnych zkumavkach byl vylit a
kolonka byla vracena do sbérnych zkumavek. Na kolonky bylo napipetovano 750 pl PE
pufru. Kolonky byly centrifugovany 1 min pii 13 000 rpm. Protekly obsah ve sbérnych
zkumavkach byl vylit, kolonka byla vricena do sbémych zkumavek a kolonky byly
centrifugovany 1 min pfi 13 000 rpm naprdzdno. Nasledn¢ byly kolonky ptemistény do
¢istych 1,5 ml zkumavek. Pro uvolnéni DNA z kolonek bylo na stfed kolonek napipetovano
50 ul destilované vody. Kolonky byly centrifugovany 1 min ptfi 13 000 rpm. Vyizolovana
DNA byla dlouhodobé& uchovavana pti -20 °C a dale byla pouzita v dalSich analyzach.
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4.5 Klonovani PCR produktu

4.5.1 Ligace DNA do plazmidu

Vyizolovany PCR produkt byl ligovan do pGem-T plazmidu pomoci pGEM-T Vector
System kitu (Promega, USA) podle modifikovaného protokolu vyrobce.

Liga¢ni smés byla pfipravena do 0,2 ml mikrozkumavky, do které bylo napipetovano
5 pl ligaéniho pufru, 3 pl vyizolovaného PCR produktu, 1 pl pGem-T plazmidu a 1 pl T4
DNA ligazy. Liga¢ni smés byla promichana $pickou a stoCena. Ligace probihala pii 4 °C ptes

noc.
4.5.2 Transformace bakterii £.coli

Rekombinantniho plazmid pGem-T byl vlozen do kompetentnich baktérii E. coli kmenu

DH5a. Transformace probéhla teplotnim Sokem.

Kompetentni buiiky byly rozmraZzeny na ledu. Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo
napipetovano 75 pul kompetentnich bunék a 5 ul ligacni smési. Cela smés byla inkubovana na
ledu 20 min. Nasledné probéhla transformace pomoci teplotniho Soku pii 42 °C po dobu
45 s a ihned poté byly bunky pfeneseny zpét na led, kde byly ponechiny minimélné 2 min.
K buiikkdm bylo pfidano 850 pl Zivného SOC média a smés byla inkubovana na pieklapéci
tirepacce 1,5 h pii 37 °C. Po skonceni kultivace byly bakterie sedimentovany centrifugaci pii
6000 rpm po dobu 3 min. Z mikrozkumavek bylo odstranéno 850 pl supernatantu a pelet byl
rozsuspendovan ve zbytku kultivaéniho média. Nasledn¢ byla suspenze sterilni klickou
rozetfena na povrch LB média s pfidavkem ampicilinu (100 pg ampicilinu na 1 ml LB
média), na jehoz povrch bylo pfedem rozetieno 40 pul X-Gal a 4 pul IPTG. Petriho misky
s vysetou bakteridlni suspenzi byly zabaleny do alobalu a obracené dnem vzhiiru inkubovany
ptes noc pii 37 °C. Druhy den byly narostlé kolonie vyhodnoceny a potencionalné pozitivni
(bil¢) bakterialni kolonie byly pomoci sterilnich paratek preinokulovany na nové LB médium

s ampicilinem. Bakterie byly poté inkubovany ptes noc pii 37 °C.
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4.5.3 Skrining pozitivnich kolonii pomoci PCR

Pritomnost transgenu byla v potenciondlné pozitivnich (bilych) koloniich testovana
pomoci PCR amplifikace s pouzitim primerd M13f /M13r (viz Tab. 8), podminky PCR reakce
jsou uvedeny v Tab. 10. Pro kazdy vzorek bylo pfipraveno 20 pl reakéni smési (slozeni viz
Tab. 9), do které byly sterilnim paratkem pfeneseny transformované bakterie jednotlivych
kolonii. Vysledek PCR reakce byl vyhodnocen elektroforetickou separaci v 1% agar6zovém

gelu v TAE pufru. Ziskané M13-PCR produkty byly pouzity pti dalSich analyzach.

Tab. 8: Sekvence primert M13f/M13r

Ozyacenl Sekvence primeru (57-3") Reference
primeru
M13f GTA AAA CGA CGG CCA G Invitrogen, 1999
M13r CAG GAA ACA GCT ATG AC Invitrogen, 1999

Tab. 9: SloZeni reakéni smési pro PCR reakci za pouziti primera M13f/M13r

. Koncentrace MnozZstvi na
Polozka . ;
pracovniho roztoku reakci
PCR pufr 5x 4,00 pl
Voda 13,35 ul
dNTP 2 mM 2,00 pl
F primer 20 pmol/ul 0,20 ul
R primer 20 pmol/ul 0,20 ul
My Taq DNA polymerasa 5U/ul 0,25 pl

Tab. 10: Podminky PCR reakce pro primery M13f/M13r

Teplota Doba Pocet cyklu
95 °C 2 min 1
95 °C 1 min
55°C 2 min 35
72 °C 2 min
72 °C 10 min 1
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4.5.4 Uchovavani transformovanych bakterii

K dlouhodobému uchovéavani transformovanych bakterii pro pozdé¢jsi manipulace byly

z pozitivnich bakterialnich kolonii vytvoteny bakterialni konzervy.

LB médium s ampicilinem (100 pg ampicilinu na 1 ml LB média) bylo rozpipetovano
pol ml do 1,5 ml mikrozkumvek. Do mikrozkumavek s médiem byly pfeneseny sterilnim
paradtkem bakterie z pozitivné selektovanych kolonii. Poté byly bakteridlni suspenze
kultivovany na tfepacce pies noc pii 37 °C. Druhy den bylo z kazdé suspenze pteneseno
850 pul do novych sterilnich 1,5 ml mikrozkumavek a nasledné piidano 150 pl glycerolu, smés
byla promichéana. Bakterialni konzervy byly dlouhodob¢ ulozeny v hlubokomrazicim boxu pfi

-80 °C.

4.5.5 Slozeni a ptiprava pracovnich roztokt

LB (LURIA-BERTANI) médium (250 ml):

Slozka: mnozstvi:

Kasein hydrolyzat 25¢g
Kvasni¢ny autolyzat 1,25 g

Pepton 1,25 ¢
NaCl 2,5g
H,O 250 ml
Agar 45¢g

LB médium je piipraveno smichdnim vSech slozek a naslednym autoklavovanim po dobu
25 min pfi teploté 120 °C.
SOC médium:

Slozka: mnozstvi:
Pepton 20¢g
Kvasni¢ny extrakt 0,5¢g

IM NaCl 1 ml

IM KCl 0,25 ml
2M Mg*‘roztok 1 ml

2M glukoéza 1 ml
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2M Mg* roztok: MgCl,.6H,O 20,33 g
MgSO.7TH,0 24,65 g

Obe¢ slozky jsou smichany a doplnény destilovanou vodou do objemu 100 ml a nésledné je

roztok sterilizovan filtraci ptes 0,22 um filtr (Millipore).

2M glukéza: 3,60 g glukézy je rozpusténo v 10 ml destilované vody a ndsledné je roztok
sterilizovan filtraci ptes 0,22 pm filtr (Millipore).

Pepton, kvasni¢ny extrakt, NaCl, KCl jsou rozpustény v 97 ml vody, autoklavovany po dobu
30 min pii teploté 120 °C a poté ochlazeny na pokojovou teplotu. Sterilné, ve flow boxu jsou
nasledné pfidany roztoky Mg>" a glukdzy, oba do finalni koncentrace 20 mM. Vse je

doplnéno sterilni vodou na kone¢ny objem 100 ml.

Zasobni roztok ampicilinu (100mg/ml):

1 g ampicilinu je rozpustén v 10 ml destilované vody a nasledné je roztok sterilizovan filtraci

ptes 0,22 um filtr (Millipore). Zasobni roztok ampicilinu je uchovavéan pii -20 °C.

Zasobni roztok X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indol--D-galactopvranoside (20 mg/ml):

20 mg X-Gal je rozpuSténo v 1 ml dimethylformamidu. Zasobni roztok neni nutné

sterilizovat, je nutné ho chranit pfed svétlem a je uchovavan pii -20 °C.

Zasobni roztok IPTG (isopropvl-g-D-thiogalactopvranoside) (200 mg/ml):

2 g IPTG je rozpusténo v 8 ml destilované vody, doplnény vodou do 10 ml a nasledné je
roztok sterilizovan filtraci pies 0,22 um filtr (Millipore). Zasobni roztok IPTG je uchovavan

pii -20 °C.

4.6 Sekvenacni znacCeni

Jednotlivych geny byly sekvenovany pomoci BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kitu (Applied Biosystems™) podle modifikovanych pokynii vyrobce (viz Tab.
12, 13). Pro oboustranné sekvenacni znaCeni fragmentu genu stamp bylo pouzito 30 ng

templatové DNA za pouziti primert  M13f a M13r. Pro oboustranné sekvenacni znaceni
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fragmentu genu vmp! bylo pouzito 60 ng templatové DNA za pouziti primert M13f, M13r a
IH10R4 (viz Tab. 11). Celkem bylo sekvenacné znaceno 200 vzorki genu stamp a 200
vzorkli genu vmpl. Vzorky byly poté sekvenovany pomoci automatického sekvenatoru
ABI PRISM model 3730 (PE Applied Biosystems, USA) na Ustavu experimentalni botaniky
AV CR v Olomouci.

Tab. 11: Sekvence primeru 1H10R4

Ozpacenl Sekvence primeru (57-3") Reference
primeru
1H10R4 AACTGCAGCTTGAGTTCTTGC Cimerman a kol., 2009

Tab. 12: Slozeni reakéni smési pro sekvenéni reakci

Polozka MnoZstvi na reakci
Pufr 1 ul
BigDye 1 ul
Primer (3,2 pmol/pl) 1 ul
Vzorek DNA 30 ng (stamp) nebo 60 ng (vmpl) DNA
Voda Doplnit do celkového objemu reakce 10ul

Tab. 13: Podminky sekvenacni reakce

Teplota Doba Pocet cykla
96 °C 1 min 1
96 °C 10s
50 °C 5s 40
60 °C 4 min
10 °C 10 min 1
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4.7 Analyza sekvenci

Jednotlivé analyzované sekvence byly slozeny pomoci programu Seqman (DNASTAR,
Lasergene). Slozené sekvence byly porovnavany s dostupnymi sekvencemi pomoci programu
Blast (BLAST, http://www.ncbi.nih.gov/BLAST). Pomoci algoritmu Clustal v programu
Mega 5.0 byly ze ziskanych sekvenci jednotlivych vzorkli, vytvofeny mnohocetné
alignmenty. Genetickd variabilita izolatd a jejich fylogenetické vztahy byly nasledné
analyzovany pomoci modelu metody neighbor-joining analyzy programu Mega 5.0, bootstrap
opakovani 500x. Ziskany fylogeneticky strom byl vizualizovan pomoci TreeExplorer (Mega
5.0). Alignment haplotypii byl proveden pomoci Median-joining network algoritmu, vysledné

dendrogramy byly vytvofeny pomoci DrawNetwork, programu NETWORK.
4.8 In silico RFLP analyza

Ziskan¢ sekvence vmpl genu Dbyly genotypizovdny pomoci  restrikéni
endonukledzy Rsal podle Fialova et al. (2009). V podminkach in silico provedena byla RFLP
analyza a ziskané profily byly vizualizovdny za pomoci programu pDraw (AcaClone,

http://www.acaclone.com).

4.9 Ptistrojové vybaveni laboratote

Sterilni box TELSTAR PV-100, Telstar

Vortex MS1 MINISHAKER, IKAR

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI, Labnet International, Inc.
Termocyklér PTC-100, MJ Research

Mikrovlnna trouba

Horizontalni elektroforeza, Biometra

Zdroj stejnosmérného elektrického proudu Power Pack P 25, Biometra
UV transluminator G:BOX, Syngene a dokumentacni zafizeni Syngene
UV transluminator MACRO VUE UVis-20, Hoefer

Termoblok Dry-Block DB-20, Techne

Vahy AND EK-200G, A&D Co. Ltd.

Fluorometr Hoefer DyNA Quant 200
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5. Vysledky

Ptitomnost fytoplazmy stolburu v péti vybranych vzorcich pochazejicich z lokalit Perna
a Lednice byla detekovdna pomoci nested” PCR. Amplifikaci stamp genu byla provedena s
pouzitim pard primerti StampF/StampR0O a StampF1/StampR1 a amplifikace vmp! genu byla
provedena s pouzitim part primertt StolH10F/StolHIOR a TYPHI10F/TYPH10R. Pomoci
elektroforetické separace bylo zjisténo, ze PCR produkty vSech péti vzorkil stamp genu mély
velikost cca 650 bp a v ptipadé vmpl genu mély velikosti cca 1450 bp, coz odpovidalo

océekavané velikosti.

-

Obr. 3: Elektroforetogram 'nested” PCR produkti fytoplazmy stolburu
(L: 100 bp plus ladder, Fermentas; drahy 1, 2 — stamp gen; drahy 3, 4 — vmmp 1 gen)

Fragmenty jednotlivych genti amplifikovanych pomoci 'nested’- PCR byly uspésné
transformovany do pGEM-T plazmidu a E. coli. Pro kazdy gen, hostitelsky vzorek a vektora
bylo oboustranné sekvencovano 40 bakteridlnich kolonii. Ziskané sekvence byly sestaveny

pomoci programu Seqman a kone¢né sekvence byly porovnavany s databazi GenBank.

Porovnanim se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank pomoci programu Blast
(verze 2.2.28) (Zhang a kol., 2000) byla potvrzena predpoklddana identita, vimp ! a stamp gen,
ziskanych sekvenci. Sekvence vmpl genu plvodem izolatu 227.2 z Hyalesthes obsoletus a
2857 z pchéce rolniho vykazovaly nejvyssi, 98% identitu s italskymi izolaty stolburu "Magl"
(Acc. No. HM008613.1) a "Mirl0" (Acc. No. HM008615.1) z révy vinné. Sekvence vmpl
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genu izolatu 3745 pavodem ze svlacce rolniho vykazovala nejvyssi, 99% identitu s italskym
izolatem stolburu "Aaql" (Acc. No. HM008601.1) z révy vinné a s némeckym izolatem
stolburu "D Bacharach C" (Acc. No. JQ977738.1) ze svlacce rolniho. Sekvence vmpl genu
izolatu 3849 plvodem z révy vinné vykazovala nejvyssi, 98% identitu s italskym izolatem
stolburu "Magl1" (Acc. No. HM008613.1) z révy vinné a s italskym izoladtem stolburu "N12"
(Acc. No. JQ977732.1) z koptivy dvoudomé.

Sekvence stamp genu izolatu 227.2 ptivodem z Hyalesthes obsoletus vykazovala
nejvyssi, 99% identitu s francouzskym izolatem stolburu "19-25" (Acc. No. FN813267.1)
z Hyalesthes obsoletus a s feckym izolatem stolburu "GR13" (Acc. No.FN813264.1) z révy
vinné. Sekvence stamp genu izolatu 2857 puvodem z pchéace rolniho vykazovala nejvyssi,
98% identitu s francouzskym izolatem stolburu "19-25" (Acc. No. FN813267.1) z Hyalesthes
obsoletus a se srbskym izolatem stolburu "STOL" (Acc. No.FN813261.1) z papriky roc¢ni.
Sekvence stamp genu izolatu 3058 plivodem zrajcete jedlého vykazovala nejvyssi, 98%
identitu s libanonskym izolatem stolburu "P7" (Acc. No. FN813258.1) piivodem z barvinku
ruzového a se srbskym izolatem stolburu "STOL" (Acc. No.FN813261.1) ptivodem z papriky
ro¢ni. Sekvence stamp genu izolatu 3745 pivodem ze svlacce rolniho vykazovala nejvyssi,
99% identitu s francouzskym izoldtem stolburu "L646" (Acc. No. FN813265.1) z levandule
1€ékatské a s bulharskym izolatem stolburu "BG4560" (Acc. No.FN813252.1) z révy vinné.
Sekvence stamp genu izolatu 3849 pivodem z révy vinné vykazovala nejvyssi, 100% identitu
s némeckym izolatem stolburu "GGY" (Acc. No. FN813256.1) z révy vinné a s némeckym

izolatem stolburu "S1" (Acc. No. JQ977713.1.1) z koptivy dvoudomé.

Na zaklad¢ in silico Rsal/RFLP analyzy byla u izolath fytoplazmy stolburu
provedena genotypizace a zatazeni do vmpl profili. VSechny izolaty fytoplazmy stolburu
ziskané z pchéae rolniho, révy vinné a zilnatky vironosné vykazaly profil pfisluSejici do
skupiny I (podle Fialova a kol., 2009) respektive V2 (podle Pacifico a kol., 2009). Izolaty

ziskané z infikovaného svlac¢ce vykazovaly podobnost s profilem skupiny V (V4) (viz Obr. 4).
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Obr. 4: Rsal / RFLP profily ziskanych typovych izolatl fytoplazmy stolburu

(MW — marker molekulové hmotnosti, GeneRuler 100bp DNA ladder, Fermentas; I - vmp1
profil (V2), V —vmpl profil V (V4))

U izolath fytoplazmy stolburu byly studovany také fylogenetické vztahy. U izolatl
vmpl genu byla zaznamenéna variabilita souvisejici s jejich zjiSténym genotypovym profilem.
Izolaty se rozdélily do dvou vétvi. VEtSina izolatl, haplotypd, vytvorila samostatnou vétev,
obsahujici izolaty pochazejici z Hyalesthes obsoletus, révy vinné a pchace rolniho, pritkazné
odlisnou od ostatnich izolat. Tyto sekvence vykazovaly nejblizsi fylogenetickou piibuznost
s italskym izolatem Magl plvodem z révy vinné. Druhou nejblize piibuznou skupinu pak
vytvotily izolaty Mirl0, N12 (Ac. No. JQ977732.1) a N2 (Ac. No. JQ977722;.1) ptivodem
z kopfivy dvoudomé z Némecka a N3 (Ac. No. JQ977723.1) z kopiivy dvoudomé ze
Slovenska, Aa25 (Ac. No. HM008614.1) ptivodem z révy vinné z Italie. Izolaty pochdzejici
ze svlacce vytvorily spolecné s francouzskymi izolaty Moliére plivodem z tfeSn€ obecné a
Charante-1 (Ac. No. AM992096.1) pavodem z Zilnatky vironosné, némeckym izolatem
D Bacharach C ze svlacce rolniho, Rpg47 (Ac. No. KC703034.1) z Reptalus panzeri ze
Srbska, , Mca2l(Ac. No. HM008599.1) a Aaql pivodem z révy vinné z Italie, statisticky
prikaznou druhou vétev. Tyto izolaty se navic vyvétvily do dvou samostatnych klastri
s prukaznosti vétveni bootstrap 92%. K nim nejblize ptibuznou skupinu pak vytvotily izolaty
P7 (Ac. No. AM992100.1) pavodem z barvinku rizového z Libanonu, a CHI (Ac. No.
AM992105.1) ptivodem z révy vinné z Italie (viz Obr. 5).
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Z této fylogenetické analyzy vyplyva, ze izolaty pochazejici z pchéace rolniho a Zilnatky
vironosné z lokality Lednice a izolaty pochazejici z révy vinné z lokality Pernd vykazuji

vysokou piibuznost bez ohledu na jejich odlisny ptivod.

U izolath stamp genu byla zaznamenana variabilita souvisejici s jejich zjisténym
genotypovym profilem. Izolaty se rozdé€lily do tfi vétvi. Izolaty ptivodem z pchéace rolniho
spolecné s némecky izolatem GGY, se srbskym izoldtem Vv5 (Ac. No. KC703021.1),
s bulharskym izolatem BG4650, vSechny zrévy vinné, a izolaty ZSS a 2SS ze svlacce
rolniho, vytvofily prvni vétev. Tato vétev vykazovala nejbliz§i fylogenetickou piibuznost
s francouzskym izoladtem L646 pivodem z levandule Iékatské. Némecké izolaty 19-25 z révy
vinné, E (Ac. No. FN813263.1) a S1 (Ac. No. JQ977713.1) z koptivy dvoudomé, GR13
pivodem z révy vinné z Recka, S6 (Ac. No. JQ977718.1) piivodem z kopiivy dvoudomé z
Italie spole¢né s izolaty ZHS, 1HS plivodem z Zilnatky vironosné a izolaty ZRS, 1RS, 2RS,
3RS piivodem z révy vinné, vytvorily druhou vétev. Nejptibuznéjsi k nim je slovensky izolat
OSESLO2 (Ac. No. FN813269.1) z koptivy dvoudomé. Treti vétev vytvorily studované
izolaty ptivodem z rajcete jedlého a izolat 1SS ze svlacce rolniho. Tato vétev vykazovala
nejbliz8i piibuznost se skupinou izolath STOL plvodem z papriky ro¢ni ze Srbska, P7

puvodem z barvinku rizového z Libanonu (viz Obr. 6).

Z této fylogenetické analyzy vyplyva, ze mezi analyzovanymi izolaty vykazuji nejvyssi
piibuznost izolaty pochazejicimi z pchace rolniho zlokality Lednice a svlacce rolniho
z lokality Perna, obdobné pak izolaty pochazejici z révy vinné z lokality Perna a Zilnatky
vironosné z lokality Lednice, a také pochazejici z rajéete jedlého ptivodem z lokality Lednice
a izolat 1SS pochazejici ze svlacce rolniho z lokality Perna, bez ohledu na jejich odlisny

mikro-geograficky a hostitelsky ptivod.

Ze ziskanych sekvenci byly v ramci kazdého vzorku vytvofeny jednotlivé
mnohocetné alignmenty, na jejichz zédkladé byla urena ptitomnost a frekvence synonymnich

¢1 nesynonymnich mutaci a variabilita jednotlivych populaci.
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Obr. 5: Dendrogram izolatt fytoplazmy stolburu sestaveny na zdklad¢ vmp ! genu pomoci

neighbor-joining analyzy, ClustalW.

(Jednotlivé polozky jsou oznaceny ndzvem izolatu a Genbank Ac. No. (v zdvorce), tisecka
znéazornuje procento nukleotidovych substituci, zndzornény hodnoty bootstrap >70 ).
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Obr. 6: Dendrogram izolati fytoplazmy stolburu sestaveny na zaklad¢ stamp genu pomoci

neighbor-joining analyzy, ClustalW.

(Jednotlivé polozky jsou oznacCeny nazvem izolatu a Genbank Ac. No. (v zavorce), usecka
znazoriiuje procento nukleotidovych substituci, znazornény hodnoty bootstrap >70)
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V genu vmpl izolatd 227.2 byla nejcetnéjsi zameéna A981G, kterd se vyskytla u 20 %
analyzované populace. Mén¢ Casté byly zamény A347G, C620G a G1405A u 10 % populace.
Nejméné Casté byly zameény G307A a T703C u 5 % populace. Celkem bylo u izolatu 227.2
zjisténo 27 mutaci, z nichz 7,4 % tvotily synonymni mutace a 92,6 % tvofily nesynonymni
mutace (viz Tab. 14). V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 227.2 byla identifikovana
pfitomnost 7 haplotypti, nejcastéji zaznamenanymi byl haplotyp zakladni (ZHV) a to v 60 %
ptipadu (viz Obr. 7).

v

V genu vmp1 izolatd 2857 byly nejcetnéjsimi zdménami G113A, G801A a T881A, které se
vyskytly u 25 % analyzované populace. Ve vySsi mife se vyskytovaly zdmény T88G u 22,5 %
populace a T70C u 20 % populace. Méné¢ Casté byly zameény A976G a C1317T u 15 % populace,
T261C, T529A a A578G u 10% populace. Nejméné Casté zdmeny byly T133C a T430C u 7,5 %
populace. Celkem bylo u izolatu 2857 zjisténo 82 mutaci, z nichz 36,6 % tvorily synonymni
mutace a 63,4 % tvorily nesynonymni mutace (viz Tab. 14). V ramci populace fytoplazmy
ziskané ze vzorku 2857 byla identifikovana pfitomnost 19 haplotypii, nejcastéji zaznamenanym

byl haplotyp zakladni (ZPV), ato v 17,5 % ptipadu (viz Obr. 8).

V genu vmpl izolath 3745 byla nejéetnéjsi zdmeénou TS558A, ktera se vyskytla ve 32,5 %
analyzované populace. Dal§imi castymi zaménami byly G755T, G763A a T791G u 30 %
populace, T676A u 27,5 % populace, G679C u 25 % T/G populace, T601C, G616A, T804C u 20
% populace a G594A, T958, G603C, C619T, A818G, G821A, T870C, A1268G u 17,5 %
populace. Méné €asté byly zamény C569T, G749T, C750G u 15% populace a G540T, A716G u
12,5 % populace. Nejméné Casté byly zdmeény A242C a G525C u 10% populace. Celkem bylo u
izolatu 3745 zjisténo 186 mutaci, z nichz 20,9 % tvotily synonymni mutace a 79,1 % tvorily
nesynonymni mutace (viz Tab. 14). V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 3745 byla
identifikovana pritomnost 16 haplotypii, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp zékladni (ZSV) a
to v 40 % ptipadi (viz Obr. 9).

V genu vmp1 izolath 3849 byla nejcetnéjsi zaménou G613A a G1211A, které se vyskytly u
25 % analyzované populace. Mén¢ casté byly zdmény A1133G u 12,5 % populace a C618G,
C690G u 10 % populace. Nejméné Castou byla zaména T813C u 7,5 % populace. Celkem bylo u
izolatu 3849 zjisténo 36 mutaci, z nichz 11,1 % tvorily synonymni mutace a 88,9 % tvorily
nesynonymni mutace (viz Tab. 14). V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 3849 byla
identifikovana ptitomnost 9 haplotypt, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp zékladni (ZSV) a
to v 45 % ptipadt (viz Obr. 10).
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Obr. 7: Charakteristika haplotypii populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 227.2, vmp1 gen
(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické nukleotidové zdmény a jeho Cetnost)

IHV: 981 A/G 1405 G/A —4x
2HV: 347A/G 981 A/IG —4x
3HV: 620 C/G —-3x
4HV: 307A/G  703T/C —-2x
SHV: 899 G/A -2x
6HV: 620C/G 899 G/A —1x

Obr. 8: Charakteristika haplotypii populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 2857, vmp1 gen
(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristick¢ nukleotidové zamény a jeho Cetnost)

IPV: 70 T/C 88T/G 113G/A 801 G/A —4x
2PV: 70 T/C 88T/G 113G/A 801 G/A 1317C/T —4x
3PV: 431 T/C -3x
4PV: 881 T/A -3x
SPV: 261 T/C -2x
6PV: 806 G/A -2x
TPV: 881 T/A 976 A/IG -2x
8PV: 133 T/C 578 A/G 806 G/A -2x
OPV: 529 T/A 881 T/A 976 A/IG -2x
10PV: 133 T/C - 1x
11PV: 578 A/G - 1x
12PV: 976 A/G - 1x
13PV: 1317 C/T - 1x
14PV: 261 T/C 881 T/A - 1x
15PV: 529 T/A 881 T/A - 1x
16PV: 261 T/C 881 T/A 976 A/G - 1x
17PV: 113 G/A 529 T/A 801 G/A - 1x
18PV: 88 T/G 113 G/A 801 G/A  1317C/T - 1x
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Obr. 9: Charakteristika haplotypii populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 3745, vimp1 gen
(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické nukleotidové zdmény a jeho Cetnost)

ISV:
2SV:
3SV:
4SV:
5SV:
6SV:
7SV:
8SV:
9SV:

10SV:

11SV:

12SV:

13SV:

14SV:

15SV:

1268 A/G
242 A/C
558 T/A
558 T/A
601 T/C
676 T/A
676 T/A
558 T/A
558 T/A
804 T/C
525 G/C
676 T/A
818 A/G
558 T/A
749 G/T
870 T/C
569 C/T
716 A/G
821 G/A
242 A/C
603 G/C
763 G/A
525 G/C
616 G/A
804 T/C
525 G/C
616 G/A
763 G/A

755 G/T

679 G/C
619 C/T
619 C/T
818 A/G
540 G/T
679 G/C
821 G/A
569 C/T
750 C/G

598 T/C
749 G/T
870 T/C
525 G/C
616 G/A
791 T/G
540 G/T
619 C/T
818 A/G
540 G/T
619 C/T
791 T/G

763 G/A

676 T/A
676 T/A
821 G/A
558 T/A
749 G/T
870 T/C
598 T/C
755 G/T

601 T/C
750 C/G

540 G/T
619 C/T
804 T/C
558 T/A
676 T/A
821 G/A
558 T/A
676 T/A
804 T/C

679 G/C
679 G/C
870 T/C
598 T/C
750 C/G

601 T/C
763 G/A

603 G/C
755 G/T

558 T/A
676 T/A
818 A/G
569 C/T
679 G/C
870 T/C
569 C/T
679 G/C
818 A/G

755 G/T
716 A/G

601 T/C
755 G/T

603 G/C
791 T/G

616 G/A
763 G/A

569 C/T
679 G/C
821 G/A
594 G/A
716 A/G

594 G/A
716 A/G
821 G/A

763 G/A
755 G/T

603 G/C
763 G/A

616 G/A
804 T/C

619 C/T
791 T/G

594 G/A
749 G/T
870 T/C
598 T/C
755 G/T

598 T/C
749 G/T
870 T/C

—1x

763 G/A 791 T/G

616 G/A
791 T/G

676 T/A
818A/G

676 T/A
804 T/C

598 T/C
750 C/G

601 T/C
763 G/A

601 T/C
750 C/G

—1x
619C/T
804T/C

—1x
679G/C
821G/A

—1x
679G/C
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—1x
601T/C
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—1x
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791T/G

—1x
603G/C
755 G/T
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Obr. 10: Charakteristika haplotypt populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 3849, vimp1 gen

(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické¢ nukleotidové zamény a jeho Cetnost)

1RV:
2RV:
3RV:
4RV:
5RV:
6RV:
7RV:
8RV:

1211 G/A
613 G/A

613 G/A
690 C/G

813 T/C
1133 A/G

690 C/G
613 G/A

618 C/G
1133 A/G

1133 A/G
1211 G/A

- 5x
—4x
1211 G/A —4x
-3x
-3x
—1x
—1x
—1x
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Tab. 14: Vyskyt synonymnich a nesynonymnich mutaci v konkrétnim vzorku genu vmp 1

VZOREK
Pocet kolonii NT zaména Pozice AK zaména Pozice
227.2
2 G/A 307 G/S 103
4 A/G 347 N/S 116
4 C/G 620 A/G 207
2 T/C 703 N/N 234
3 G/A 899 E/K 300
8 A/G 981 K/R 327
4 G/A 1405 G/R 469
2857
8 T/C 70 N/N 24
9 T/G 88 A/A 30
10 G/A 113 A/T 38
3 T/C 133 L/L 45
4 T/C 261 V/A 87
3 T/C 431 F/L 144
4 T/A 529 G/G 176
4 A/G 578 N/D 193
10 G/A 801 F/L 267
5 G/A 806 D/N 269
10 T/A 881 C/S 294
6 A/G 976 S/S 326
6 C/T 1317 T/1 439
3745
A/C 242 N/H 81
4 G/C 525 S/T 175
5 G/T 540 C/F 180
13 T/A 558 I/N 186
6 C/T 569 R/C 190
7 G/A 594 CY 198
7 T/C 598 C/C 199
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Tab. 14: Vyskyt synonymnich a nesynonymnich mutaci v konkrétnim vzorku genu

vmp 1 (pokracovani)
VZOREK
Pocet kolonii NT zaména Pozice AK zaména Pozice
3745
8 T/C 601 C/C 200
7 G/C 603 C/S 201
8 G/A 616 E/K 205
7 C/T 619 A/A 206
11 T/A 676 F/L 225
10 G/C 679 N/K 226
5 A/G 716 /1 239
6 G/T 749 A/W 250
6 C/G 750 A/W 250
12 G/T 755 V/L 252
12 G/A 763 K/K 254
12 T/G 791 L/V 264
8 T/C 804 V/A 268
7 A/G 818 N/D 273
7 G/A 821 A/T 274
7 T/C 870 V/A 290
7 A/G 1268 K/E 423
3849
10 G/A 613 E/K 205
4 C/G 618 A/A 206
4 C/G 690 H/Q 230
3 T/C 813 F/L 271
5 A/G 1133 N/S 378
10 G/A 1211 A/T 405

47



V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 227.2 stamp genu byla identifikovana
pritomnost 2 haplotypi, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp zakladni (ZHS), a to v 95%
piipadt, druhy haplotyp (1HS) se odliSoval dvéma zaménami, A118G a T470C a vyskytoval
se v 5 % populace. Celkem byly u vzorku 227.2 zjistény 4 mutace, z nichz vSechny byly
nesynonymni (viz Tab. 15).

V genu stamp izolath 2857 byla nejcetnéjsi zdmeénou C214A, ktera se vyskytla u 57,5 %
populace. Dal$imi ¢astymi zaménami byly C114T u 40 % populace, A203T u 37,5 % populace
a G188A u 35 % populace. Nejméné Casta byla zaména T256A u 12,5 % populace. Celkem
bylo u vzorku 2857 zjisténo 76 mutaci, z nichz 6,6 % tvoftily synonymni mutace a 93,4 %
tvotily nesynonymni mutace (viz Tab. 15). V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku
2857 byla identifikovana piitomnost 10 haplotypti, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp 1PS
atov 52,5 % ptipadt (viz Obr. 11).

V genu stamp izolatd 3058 byla nejcetnéjsi zameénou C422G, kterd se vyskytla u 12,5 %
populace. Méné Casté byly zamény T313C a A97G u 7,5 %. U vzorku 3058 zjisténo 11
mutaci, z nichz vSechny byly nesynonymni (viz Tab. 15). V rdmci populace fytoplazmy
ziskané ze vzorku 3058 byla identifikovana pfitomnost 3 haplotypt, nej¢astéji zaznamenanym
byl haplotyp zakladni (ZRJS) a to v 87,5 % ptipadii, haplotyp 1RIJS (7,5%) je charakterizovan
zdmeénami A97G, T313C a C422G, a haplotyp 2RJS (5%) zaménou C422G.

V genu stamp izolath 3745 byly nejcetnéjSimi zaménami G377A a A320T, které se
vyskytly u 12,5 % populace. Méné¢ Casté byly zamény A405C, T388A, G371T, A344G, G311T,
G308C, G298T, C274A a A215G u 10 % populace. Celkem bylo u sekvenci ze vzorku 3745
zjisténo 46 mutaci, z nichz 8,7 % tvofily synonymni mutace a 91,3 % tvofily nesynonymni
mutace (viz Tab. 15). V ramci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 3745 byla identifikovana
ptitomnost 3 haplotypl, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp zakladni (ZSS) a to v 87,5 %
ptipadi (viz Obr. 12).

V genu stamp izolati 3849 se vyskytly zamény T157C a A438G u 10 % populace.
Celkem bylo u vzorku 3849 zjisténo 8 mutaci, znichz vSechny byly nesynonymni
(viz Tab. 15). V rdmci populace fytoplazmy ziskané ze vzorku 3849 byla identifikovana
ptitomnost 4 haplotypi, nejcastéji zaznamenanym byl haplotyp zakladni (ZRS) a to v 85 %
ptipada (viz Obr. 13).
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Obr. 11: Charakteristika haplotypt populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 2857, stamp gen

(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické nukleotidové zdmény a jeho Cetnost)

1PS: 214 C/A -21x
2PS: 114C/T 188 G/A 203 A/T - 10x
3PS: 114C/T 188 G/A 203 A/T 256 A/T 490 T/A —2x
4PS: 114C/T  214C/A 490 T/A - 1x
SPS: 114C/T 188 G/A 214C/A  490T/A - 1x
6PS: 114 C/T - 1x
7PS: 114 C/T 203 A/T - 1x
8PS: 114C/T 203 A/T 490 T/A - 1x
9PS: 114C/T 188 G/A 203 A/T 256 A/T - 1x

Obr. 12: Charakteristika haplotypti populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 3745, stamp gen

(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické nukleotidové zdmény a jeho Cetnost)

ISS: 215A/G  274C/A 298G/T 308G/C 311G/T 320A/T 344 A/G
371 G/A 377 G/A  388T/A 405 A/C —4x
28S: 320 A/T 377 G/A - 1x

Obr. 13: Charakteristika haplotypl populace fytoplazmy stolburu ze vzorku 3849, stamp gen

(u haplotypu uvedeno oznaceni, charakteristické nukleotidové zdmény a jeho Cetnost)

IRS: 438 A/G -2x
2RS: 157 T/C -2x
3RS: 157T/C 438 A/G —-2x
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Tab. 15: Vyskyt synonymnich a nesynonymnich mutaci ve stamp genu izolatd fytoplazmy

stolburu v konkrétnim vzorku

VZOREK
Pocet kolonii NT zaména Pozice AK zaména Pozice
227.2
A/G 118 S/G 40
2 T/C 470 V/A 157
2857
16 C/T 114 T1 38
14 G/A 188 G/S 63
15 A/T 203 T/S 68
23 C/A 214 D/E 72
3 A/T 256 Q/H 86
5 T/A 490 L/L 164
3058
3 A/G 97 K/E 33
3 T/C 313 F/L 105
5 C/G 422 T/R 141
3745
4 A/G 215 T/A 72
4 C/A 274 E/D 92
4 G/T 298 K/N 100
4 G/C 308 A/R 103
4 G/T 311 V/L 104
5 A/T 320 T/S 107
4 A/G 344 K/E 115
4 G/T 371 A/S 124
5 G/A 377 E/K 126
4 T/A 388 VIV 130
4 A/C 405 N/T 135
3849
4 T/C 157 F/S 53
4 A/G 438 K/E 146
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Obr. 14: Haplotypova sit” izolatd fytoplazmy stolburu sestavend na zdkladé analyzy sekvenci
genl vinp1 (Cerveng) a stamp (modie) populace infikujici Zilnatku vironosnou.

(ZHV-6HV, ZHS-1HS: jednotlivé identifikované haplotypy, primér kruhu vyjadiuje Cetnost
haplotypu v populaci, /-2: pocet mutaci).

Variabilita populaci byla studovana pomoci analyzy haplotypli, median-joining
algoritmu programu NETWORK v. 4.6.6.1. V ramci populace fytoplazmy stolburu piivodem
z zilanatky vironosné byla zjiSténa mald variabilita. U obou analyzovanych genii byly
nejCastéji zastoupeny zakladni haplotypy — ZHS a ZHV. Ostatni haplotypy, jak v rdmci genu

vmpl, tak v ramci genu stamp, vznikly v disledku jednonukleotidovych mutaci z téchto

haplotypti (viz Obr. 14).

V ramci populace fytoplazmy stolburu pivodem z pchace rolniho byla zjisténa velka
variabilita. U vmpl genu se vytvorily dva vzdalené klastry. Prvni klastr vychazi z haplotypu
2PV, z n¢ho dva dalsi, z nichz haplotyp ZPV byl celkové nejcetnéjsi. Druhym klastr vychéazi z
haplotypu 18PV, od n¢hoz se nejvice lisil se Sesti mutacemi haplotyp 14PV. U stamp genu se
taktéz vytvorily dva klastry. Prvni klastr vychdzi z nejcastéji zastoupené¢ho haplotypu 1PS a
druhy klastr z druhého nejcastéjsiho haplotypu 7PS. Analyzou haplotypt bylo zjiSténo, Ze
ostatni haplotypy, jak v ramci genu vmpl tak v ramci genu stamp, vznikly mutaénim
rozriznénim. Zjisténa variabilita mezi obéma klastry je natolik velka, ze je pravdépodobné, ze

k jejimu vytvoreni doslo v disledku smésné infekce (viz Obr. 15).
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Obr. 15: Haplotypova sit” izolatt fytoplazmy stolburu sestavena na zakladé analyzy sekvenci
gent vimp 1 (Cervend) a stamp (modie) populace fytoplazmy infikujici pchace rolniho.
(ZPV-18PV, ZPS-9PS: jednotlivé identifikované haplotypy, primér kruhu vyjadfuje Cetnost
haplotypu v populaci, /-2: pocet mutaci).
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Obr. 16: Haplotypova sit” izolat fytoplazmy stolburu sestavena na zaklad¢ analyzy sekvenci
genu stamp populace infikujici rajce jedlé.

(ZRJS— 2RIJS: jednotlivé identifikované haplotypy, primér kruhu vyjadiuje ¢etnost haplotypu
v populaci, /-2: pocet mutaci).

V réamci populace fytoplazmy stolburu piivodem z rajcete jedlého byla zjiSténa velmi
mala variabilita. Nejcastéji byl zastoupeny haplotyp ZRJS , ostatni méné pocetné stamp
haplotypy, vznikly v diisledku jednonukleotidovych mutaci pfi zmnoZovani fytoplazmy v

rostling (viz Obr. 16).

V ramci populace fytoplazmy stolburu ptivodem ze svlacce rolniho byla zjiSténa velka
variabilita. NejCastéji byl zastoupeny haplotyp ZSS u stamp genu a ZSV u vmpl genu. Jak v
ramci genu vmp ! tak v ramci genu stamp doslo k vytvoreni dvou samostatnych klastrti. Prvni
vmp1 klastr vychéazi z haplotypu ZSV a druhy klastr z haplotypu 11SV. Mezi témito klastry se
nachézi haplotypy 9SV a 8SV, které se od obou li§i nejvice mutacemi. U stamp genu byl
vychazi prvni klastr z haplotypu ZSS a druhy je tvofen haplotypem 2SS. Oba tyto haplotypy
se od sebe 1i8i 11 mutacemi. Velka variabilita mezi obéma klastry naznacuje, Ze tato populace
vznikla v disledku smésné infekce. Analyzou haplotypt bylo zjisténo, Ze ostatni haplotypy,
jak v rdmci genu vmpl tak v rdmci genu stamp, vznikly v disledku jednonukleotidovych

mutaci (viz Obr. 17).
V rédmci populace fytoplazmy stolburu piivodem z révy vinné byla zjist€éna pomérné

mala variabilita. Nejcastéji byly zastoupeny haplotypy ZRS a ZRYV, ostatni haplotypy se

z nich rozraznily v dtsledku jednonukleotidovych zmén (viz Obr. 18).
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Obr. 17: Haplotypova sit’ izolath fytoplazmy stolburu konstruovanid na zdklad¢é analyzy
sekvenci gent vmpI (Cerveng) a stamp (modie) populace infikujici svlacec rolni.

(ZSV-15SV, ZSS-2S8S: jednotlivé identifikované haplotypy, prumér kruhu vyjadiuje Cetnost
haplotypu v populaci, 7-9: pocet mutaci).
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Obr. 18: Haplotypova sit’ izolata fytoplazmy stolburu sestavena na zaklad¢é analyzy sekvenci
genll vimp 1 (Cerven€) a stamp (modie) populace infikujici révu vinnou.

(ZRV-8RV, ZRS-3RS: jednotlivé identifikované haplotypy, primér kruhu vyjadiuje cetnost
haplotypu v populaci, /: pocet mutaci).
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6. Diskuse

Ke zjisténi molekularni variability populaci fytoplazmy stolburu v rostlinnych
hostitelich a hmyzim vektoru bylo analyzovano pét vzorku pochdzejicich zrévy vinné,
svlacce rolniho, rajéete jedlého, pchace rolniho, typickych hostitelli fytoplazmy stolburu v
Evropé i v Ceské republice (Cimerman a kol., 2009; Navratil a kol., 2009; Langer a Maixner,
2004) a vektora Zilnatky vironosné. Zilnatka vironosna je hlavnim pienase¢em fytoplazmy
stolburu (Lessio a kol., 2007; Sforza a kol., 1998), kterou piendsi z rezervoarovych rostlin
jako je napftiklad svlacec rolni na kone¢ného hostitele jako je napiiklad réva vinna (Fialova a

kol., 2009; Bressan a kol., 2006; Sforza a kol., 1999, Navratil a kol, 2009).

Molekulérni variabilita populaci fytoplazmy stolburu byla studovana prostiednictvim
neribozomalnich genli stamp a vmpl. Pro 'nested” PCR izolath stamp genu byla pouzita
kombinace primerti StampF/StampR0O a StampF1/StampR1 podle Fabre a kol. (2010). Pro
nested” PCR izolati stamp genu byla pouzita kombinace primera StolH10F1/StolHIOR1
podle Cimerman a kol. (2009) a TYPH10F/TYPH10R podle Fialova a kol. (2009). Analyza

ziskanych sekvenci genu stamp a vmp 1 poskytla informace o jejich variabilité.

In silico RFLP analyza sekvenci vmpl genu prokézala pfitomnost dvou restrikénich
profilt. Profil I (V2) vykazovaly vSechny izolaty fytoplazmy stolburu z pchace rolniho, révy
vinné a zilnatky vironosné. Stejny profil zaznamenali Pacifico a kol. (2009) u fytoplazmy
stolburu z révy vinné pochézejici z Italie 1 Francie, zatimco u Zilnatky vironosné doposud
detekovan nebyl. Fialova a kol. (2009) zaznamenali profil I (V2) u izolati fytoplazmy
stolburu pchace rolniho z lokality Lednice 1 révy vinné pochdzejici z Btezi, avSak u izolath
fytoplazmy stolburu révy vinné z Perné tento profil nebyl identifikovan. Pfitomnost
fytoplazmy stolburu pattici k vpm/ profilu I (V2) zaznamenali na révé vinné spolecné
s dal$imi osmi profily i Murolo a kol. (2010).

Profil V (V4) byl detekovan pouze u izolath stolburu ze svlaéce rolniho. Fialové a kol.
(2009) na izolatu pochézejiciho taktéz z fytoplazmy stolburu ze svlacce ze stejné lokality,
Pernd, tento profil nezaznamenali. Nejednd se ale o ojedin€ly ndlez, protoZe stejny profil byl
v Ceské republice u svlacce rolniho zaznamenan z lokality Lednice. Stejné€ tak Pacifico a kol.
(2007) detekovali ptitomnost profilu V u fytoplazmy stolburu ze svlacce rolniho plivodem

z Italie.
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Nami zjisténa variabilita vimpl genu pomoci in silico RFLP analyzy byla niz$i, nez
variabilita zjiSténa u vSech uvedenych autori, coz je vysvétlitelné malym souborem

analyzovanych vzorki.

Fylogeneticka analyza izolati fytoplazmy stolburu na zakladé¢ vmpl genu potvrdila
vysledky z ptfedchozich BLAST a RFLP analyz. Ze struktury ziskaného dendrogramu
vyplyva, Ze mezi izolaty pochéazejicimi z zilnatky vironosné, pchéace rolniho a révy vinné je
vysoka piibuznost, vmpl gen vykazoval pomérné malou variabilitu. Jedinou prikazné
odliSnou skupinou byly izolaty fytoplazmy stolburu ziskané ze svlacce rolniho, které byly
fylogeneticky vzdalen¢jsi a vytvofily samostatnou vétev. Prestoze vmpl gen povazuje vice
autorl za velmi variabilni a vhodny pro rozliSeni izolati fytoplazmy stolburu s ohledem na
jejich hostitelsky pivod (Cimerman a kol., 2009; Pacifico a kol., 2009), v analyzovaném

souboru vzorkil nebylo toto zjiSténi potvrzeno.

Z tylogenetické analyzy izolati na zdkladé genu stamp vyplyva, ze vysokou
ptibuznost vykazovaly izolaty pchace rolniho s izolaty svlacce rolniho. Vysoka piibuznost
byla také mezi izolaty z Zilnatky vironosné a révy vinné. Podobnou situaci zaznamenal i Fabre
a kol. (2010), ktery identifikoval ptibuznost mezi izolaty piivodem z Zilnatky vironosné a révy
vinné. Prokazatelné vysokou piibuznost vykazovaly i izolaty fytoplazmy stolburu z rajcete
jedlého s izolatem ze svlacce rolniho. OdliSnost izolath fytoplazmy stolburu plvodem ze
svlacce rolnitho a jejich umisténi ve dvou odlisSnych fylogenetickych vétvich — prvni
podkupina tvofena spolecné s izolaty stolburu z pchace rolniho a druhd podskupina tvofend
spole¢n¢ s izolaty stolburu z rajéete jedlého — ukazuji na moznost smésné infekce hostitelské

rostliny.

Jak v piipadé vmpl genu, tak v piipadé stamp genu z fylogenetické analyzy vyplyva,
ze vysoka piibuznost mezi izolaty je vykazovéana bez ohledu na jejich odliSny pivod. Toto
zjisténi potvrzuje v ptipade stamp genu fylogeneticka analyza Fabre a kol. (2010) a v pfipadé
vmpl genu fylogeneticka analyza Murolo a kol. (2010). Pii porovnani variability stamp genu
a vmpl genu na zéklad¢ fylogenetické analyzy se jako variabiln€j$i ukazal gen stamp, coz je
v rozporu se zjisténim Cimerman a kol. (2009) a Pacifico a kol. (2009), ktefi gen vmpl

povazuji za nejvariabilnéjsi.
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Poznatkti o variabilité¢ populaci fytoplazem v hostitelské rostliné nebo vektorovi je
velmi omezené mnozstvi. VétSina publikovanych praci se zabyva genetickou variabilitou
populaci hostitelské rostliny, obvykle ve v¢Etsi oblasti, regionu nebo zemi, piipadné
variabilitou fytoplazem infikujicich populaci vektort (Fabre a kol., 2010, 2011; Murolo a
kol., 2010; Pacifico a kol., 2007, 2009). A snaha vétSiny tymi se tak soustfedi na odliSeni
izolatl fytoplazmy z geografického nebo hostitelského hlediska.

Cilem této prace bylo zjistit genetickou variabilitu v rdmci jedné konkrétni hostitelské
rostliny nebo konkrétniho vektora. NaSe vysledky naznacuji ve tfech pfipadech vyskyt
jednonukleotidového polymorfismu a ve dvou ptipadech smésnou infekci. Analyza haplotypt
fytoplazmy stolburu detekovanych u svlacce rolniho a pchace rolniho, a to jak v ptipadé vmp1
genu, tak stamp genu, poukazuje na jejich velkou variabilitu ve sledovanych oblastech. U
obou téchto izolatd vytvofily zjisténé haplotypy dva klastry, které se od sebe lisily velkym
poctem mutovanych mist. Zjisténa variabilita byla predevsim u svlac¢ce natolik velka, ze je
nepravdépodobné, ze by dosSlo kjejimu vytvofeni vradmci rostliny. S nejveétsi
pravdépodobnosti doslo k infekci rostliny ze dvou riznych zdroju, ke smésné infekci. Toto
zjiSténi potvrzuje 1 fylogenetickd analyza, kde v dendrogramu, jak v ptipadé vmpl genu, tak
v piipad¢€ stamp genu, vytvorily samostatné vétve. I kdyz je poznatkii 0 mozné smésné infekci
nebo ko-infekci hostitele dvéma fytoplazmami velmi malo, muZe k ni dochézet. Tato situace
byla jiz diive popsana na zékladé RFLP analyzy vmpl nebo SecY genu. Murolo a kol. (2010)
jiz dfive pozorovali smésnou infekci vmpl genu u svlacce rolniho plivodem z Itilie a
Sardinie, ktery byl infikovan fytoplazmami stolburu o riznych genotypech, vmp1 profilu V12
a V 15. Obdobné jiz diive smésnou infekci zjiSténou na zakladé analyzy Sec-Y genu
fytoplazmy stoburu u révy vinné ptiivodem z Chorvatska pozorovali Seruga Music a kol.
(2011), u které zjistili dva rtizné profily V2 a V18. Podobné Paltrinieri a kol. (2011) studovali
variabilitu SecY genu fytoplazmy 'Flavescence dorée” ve vzorcich piivodem z révy vinné
z [talie a Srbska a za pomoci klonovani PCR amplikonl a nésledné RFLP analyzy prokazali
polymorfnost Sec-Y profili u vzorkii ptivodem zrévy vinné, zplisobenou smési riiznych
genotypu fytoplazmy kolonizujicich stejnou rostlinu.

Svlacec je povazovan za hlavni hostitelskou rostlinu, na které ziji predevSim larvy
zilnatky vironosné, ale jsou napadany 1 dospélci. (Kessler a kol., 2011; Sforza a kol., 1999).
S velkou pravdépodobnosti by tedy u svlacce mohlo dochazet k opakovanému sani riznymi
jedinci zilnatky vironosné, anebo k sani larvy a dospélce, coz by mohlo vést ke opakované a

tim 1 smésné infekci fytoplazmou stolburu.
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Analyza haplotypt fytoplazmy stolburu detekovanych u révy vinné, a to jak v ptipadé
vmpl genu, tak stamp genu, a u rajCete jedlého v ptipadé stamp genu, poukazuji na jejich
pomérné¢ malou variabilitu ve sledovanych oblastech. V populacich fytoplazmy doslo
v priibéhu zmnozZeni fytoplazmy ke vzniku malého mnozstvi jednonukletidovych mutaci.
Zaznamenany jednonukleotidovy polymorfismus ukazuje, ze populace fytoplazmy stolburu
infikujici danou hostitelskou rostlinu neni homogenni. Analyza haplotypt pak prokazuje, ze
tato variabilita nevznikla v disledku opakované infekce rostliny, ale naopak rozriznénim
z jednoho donorového haplotypu. Da se predpokladat, ze nizka variabilita mize souviset
s tim, ze fytoplazma stolburu byla pfizplisobena prostfedi a izolaty vykazovaly dostate¢nou

fitness.

Data ziskana u vektora zilnatky vironosné, jak v ptipad¢ vmpl genu, tak stamp genu,
poukazuji na malou variabilitu. V rdmci populace Zilnatky vironosné miiZze mala variabilita
souviset s omezenym mnozstvim kopii fytoplazmy stolburu, které mohou s ohledem na
velikost vektora v Zilnatce vironosné piezivat. Mala variabilita mize také souviset s tim, ze
tento vektor miize byt infikovan fytoplazmou stolburu v riznych stadiich svého Zzivotniho
cyklu (Valenta, 1953), a proto se u né¢j miize vyskytovat malé mnozstvi jednonukleotidovych

mutaci.

Vyskyt synonymnich a nesynonymnich mutaci je obecné spojovan se schopnosti
patogena piizpusobit se ménicim se podminkam prosttedi, hostitele, v némz zije. V piipadé
rostlinnych RNA vird je tato variabilita naprosto bézna, a populace virll se Casto skladaji
z n¢kolika genetickych variant. Jejich distribuce mize poskytnout diikaz o populaci, mife jeji
diferenciace a vlivu faktorti jako je poloha v rostliné nebo samotna hostitelskd rostlina
(Roossinck, 2003). Na jedné stran¢ jsou mutace hlavnim zdrojem genetické variability a na
druhé stran¢ mutace obvykle zplsobuji sniZzenou fitness. VSeobecné se predpoklada, ze
mutace je proces, ze které¢ho zivé organismy nemohou mit prospéch, aniz by neutrpély
negativni disledky (Carrasco a kol., 2007). I kdyZz je v souc¢asné dob¢ jen malo pochyb o tom,
ze synonymni substituce u rostlinnych RNA virG nemusi byt neutrdlni, zatim neni zadné
systematické kvantitativni posouzeni jejich efektu na fitness (Cuevas a kol., 2011). D4 se
predpokladat, Ze s velkou pravdépodobnosti by obdobné faktory mohly uplatiovat i u
fytoplazem v ramci populace jednoho hostitele nebo vektora. Ve vSech ptipadech
analyzovanych populaci fytoplazmy stolburu, jak na zakladé vmpl tak stamp genu, byla

zjiSténa vysoka frekvence nesynonymnich mutaci. Populace vykazuji obdobny trend, jaky
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zaznamenali Fabre a kol. (2010). Pfi studiu variability genu stamp zjistili pomé&r synonymnich
a nesynonymnich mutaci 2, 78 a tuto situaci spojuji s pozitivnim selekénim tlakem vaci

tomuto genu, ziskané vysledky naznacuji i situaci i v piipadé vmpl genu.
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7. Zavér

Cilem této prace bylo zjiSténi genetické variability populaci fytoplazmy stolburu
v rostlinnych hostitelich a hmyzim vektoru prostfednictvim gentt vmp! a stamp, a to pomoci

sekvenacni analyzy, fylogenetické analyzy, analyzy haplotypt a in silico RFLP analyzy.

Na zaklad¢ in silico Rsal/RFLP vmp1 genu byl u izolata fytoplazmy stolburu ptivodem
z pchace rolniho, révy vinné a Zilnatky vironosné zjistén profil I (V2). U izolath ptivodem ze

svlace rolniho byla zji§téna podobnost s profilem skupiny V (V4).

Na zéklad¢ analyzy sekvenci vmpl genu byla prokdzana vysoka fylogeneticka
piibuznost izolati fytoplazmy stolburu pivodem z pchéace rolniho, révy vinné a zilnatky
vironosné. Fylogeneticky odlisné byly izolaty fytoplazmy stolburu pivodem ze svlacce
rolniho. Dany gen nelze pouZit k rozliSeni izolath fytoplazmy na zakladé hostitelské specifity
nebo puvodu.

Na zaklad¢ analyzy sekvenci stamp genu byla prokdzdna fylogeneticka ptibuznost
mezi izolaty fytoplazmy stolburu plvodem z plevelnych rezervoarovych rostlin svlacce
rolniho a pchace rolniho, mezi izolaty z vektora Zilnatky vironosné a hostitele révy vinné, a
mezi izolaty ze svlacce rolniho a rajcete jedl€ho.

V ramci hodnocenych vzorka bylo zjiSténo, ze gen stamp je variabilnéj$i nez vmpl
gen. Vyskyt izolatl fytoplazmy stolburu ze svlacce rolniho ve dvou odlisnych vétvich, zde
poukdzalo na moznou smésnou infekci. Analyza populaci fytoplazmy stolburu z jednotlivych
hostitelt a vektora prokédzala riznou urovenn jednonukleotidového polymorfismu, byla

detekovana ptitomnost nejméné dvou haplotypti.

U populaci fytoplazmy stolburu plivodem z pchace rolniho a svlac¢ce rolniho byla
zjiSténa velka variabilita haplotypli, a to jak v ramci vmpl genu, tak v ramci stamp genu.
Rozdéleni haplotypti do dvou samostatnych klastri haplotypové sité a jejich geneticka
vzdalenost, spolecné s fylogenetickou analyzou, prokdzala ptfitomnost smésné infekce
hostitelskych rostlin.

U populaci fytoplazmy stolburu z révy vinné, rajcete jedlého a Zilnatky vironosné byla
vobou genech zjisttna malda genetickd variabilita. Ke vzniku detekovaného
jednonukleotidového polymorfismus doslo v diisledkit mutaci, které vznikly pfi zmnozeni

fytoplazmy v rostlin¢€ nebo vektorovi.
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8. Seznam pouzitych zkratek

BN Bois nooir

bp base pair (pary bazi)

DNA deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleovy kyselina)

dNTP deoxynucleosid triphosphate (deoxynukleozidtrifosfat)

ELISA  enzyme linked Immunosorbent Essay (imunoenzymatickd metoda)

ICBS The International Committee of Systematic Bacteriology

LN Legno nero

MLOs mycoplasmalike organisms

PCR polymerase chain reaction (polymerazova retézova reakce)

RFPL restriction fragment lenght polymorphism (délkovy polymorfismus restrikénich
fragmenttl)

rpm pocet otacek za minutu

STOL stolbur phytoplasma (fytoplazma stolburu)

TAE Tris acetate EDTA buffer (Tris-acetatovy EDTA pufr)

VK Vergilbungskrankheit

16S rRNA ribozomalni RNA se sedimenta¢nim koeficientem 16S

16S rDNA ribozomalni DNA se sedimentaé¢nim koeficientem 16S
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	Poděkování:
	Souhrn
	Významným zástupcem fytoplazem je fytoplazma stolburu, která infikuje především révu vinnou a kulturní plodiny z čeledi lilkovitých a miříkovitých, a jejímž hlavním přenašečem je Hyalesthes obsoletus. Velký význam pro šíření fytoplazmy stolburu mají rezervoárové plevelné rostliny, jako například kopřiva dvoudomá a svlačec rolní. 
	Phytoplasmas are the prokaryotic unicellular organisms lacking the cell wall. They are living parasitically in the plant phloem or in the hemolymph of insect vectors. Phytoplasmas induce in the host plants the wide range of symptoms such as steriltiy, chlorosis, necrosis and plant dying, dwarfing, yellowing or leaf roling, that could lead to the decreasing of the quality and crop yield. Phytoplasmas are detected using the various laboratory methods, the most often used methods are the nested PCR and quantitative PCR. 
	The stolburu phytoplasma belongs to the economically important phytoplasmas. I tis infecting grapevine and various solanaceous and apiaceous cultural crops, The most important stolburu vector is Hyalesthes obsoletus Signoret. The reservoir weed plants, such as nettle and bindweed, have the great importance for the stolburu phytoplasma spreading. 

