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Souhrn

Fytoplazmy jsou jednoduché prokaryotni organismy bez bunécné stény, které
se vyskytuji ve floému rostlin a hemolymf¢ hmyzich vektord. Fytoplazma proliferace jabloné
je jednim z nejvyznamnéjSich fytoplazmovych onemocnéni v Evropé. Typickymi ptiznaky
napadeni jabloni fytoplazmou proliferace jabloné je zvétSeni palisti a proliferace ocek
avyhont (metlovitost). Infekce fytoplazmou proliferace jablon¢ také vede ke znacnému
snizeni vynosu a kvality ovoce. Pfiznaky nemusi byt viditelné, jejich intenzita zavisi na stari
rostliny a daném kultivaru. Bezpfiznakové infekce jsou dulezité pro ekologii a epidemiologii
fytoplazmovych onemocnéni, jelikoz latentné infikované rostliny mohou slouzit jako zdroj
infekce.

Bakalafské prace byla zaméfena na porovnani vyskytu fytoplazmy proliferace
jablon¢ ve dvou sadech, které byly udrzovany v odlisnych systémech péstovani, s dlirazem na
detekci latentnich infekci a porovnani genetické variability detekovanych izolatd. Jeden sad
byl v tzv. integrovaném systému péstovani a druhy v pfechodovém systému péstovani.
Vyskyt jabloni infikovanych fytoplazmou proliferace jabloné byl niz$i v sadu v intenzivnim
zpusobu péstovani, kde bylo detekovano 5,8 % ptipad oproti sadu v ekologickém zptisobu
pestovani, kde bylo detekovano 18 % piipadi. Genetickou analyzou detekovanych izolath
"Ca. Phytoplasma mali” bylo zji$téno, Ze prevladaly genotypy piislusejici profilu A+1 genu
pro 16S-23S rRNA a profilu A genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3. Vyssi variabilita
byla detekovana v pfipadé genu pro nitroreductase-like protein, kdy byly zaznamendny
genotypy AT-1, AT-2 a AP15. Fylogenetickou analyzou genu pro HfIB proteasu byla zjisténa
vysoka variabilita studovanych izolatl fytoplazmy proliferace jabloné v této Casti genomu.
Byly nalezeny konkrétni motivy HfIB genu, které jsou spojovany s piiznakovosti izolatt

fytoplazmy proliferace jabloné. Tyto motivy ale nebyly v souladu s pozorovanymi symptomy.



Summary

Phytoplasmas are single-celled procaryotic organisms without cell wall which can
survive and multiply only in plant phloem or in the haemolymph of insect vectors. Apple
proliferation phytoplasma is one of the most important phytoplasma diseases in Europe.
Typical symptoms of apple proliferation phytoplasma can be observed in the form
of elongated stipules and witches' broom. Infection also leads to a significant decrease
in overall yield and fruit quality. Symptoms may not be visible; its intensity depends
on the age of the plant and the cultivar. Asymptomatic infections are important for ecology
and epidemiology of phytoplasma diseases as latently infected plants may serve as a source
of infection.

The experimental part of this bachelor thesis was aimed to study the occurrence
and variability of apple proliferation phytoplasma with emphasis on detection of latent
infection. A comparative study to evaluate the specific risk of apple proliferation spreading
has been carried out in conventional and organic apple orchards. Diseased tree incidence was
generally lower in conventional orchard. In general, detected high frequency of latent
infections represents the risk of apple proliferation disease spreading in both types of orchards
(conventional — 5.8 %, organic — 18 %). Genotyping of isolates of 'Ca. Phytoplasma mali’
coming from infected apple trees showed prevalence of A+l profile of 16-23S rDNA
and A profile of rpl22-rps3 gene. Higher variability was detected in nitroreductase-like
protein gene; all the AT1, AT2 and AP15 genotypes were noticed. Phylogenetic analysis
of HfIB gene determined high variability of the studied isolates of apple proliferation
phytoplasma in this part of the genome. There are specific motives of HfIB gene which are
associated with markedness of isolates of apple proliferation phytoplasma. But these motives

did not correspond to the observed symptoms.
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1 Uvod

Fytoplazmy jsou jednoduché prokaryotni organismy, které patfi k nejmensim
mikrobum tfidy Mollicutes. Tyto rostlinné fytopatogeny obsahuji jednu vrstvu plazmatické
membrany a postradaji bunécnou sténu. Vyskytuji se predevsim ve floémové §taveé rostlin
avtéle hmyzich vektori (kiisi, mery, plostice). Fytoplazmy vyvolavaji rtizné zavazné
ptiznaky chorob u pfiblizn¢ tisice rostlinnych druhti a zpusobuji tak zna¢né ekonomické
ztraty. Na zacatku devadesatych let dvacatého stoleti umoznily PCR techniky spolu s RFLP
analyzou pfesnou identifikaci riznych druhi a kmend fytoplazem a jejich detailni studium.

‘Candidatus Phytoplasma mali” je pivodce fytoplazmy proliferace jabloné (AP), ktera
je jednim z nejvyznamnéjsich fytoplazmovych onemocnéni v Evropé. Patii do 16SrX-A
skupiny fytoplazmy proliferace jabloné. Hlavnim hostitelem této fytoplazmy jsou jabloné
(Rosaceae: Malus spp). Typickymi piiznaky napadeni jabloni fytoplazmou proliferace jabloné
je proliferace o¢ek a vyhonii (metlovitost) a zvétSeni palisti. AP zna¢né snizuje vynos
a kvalitu ovoce. ‘Candidatus Phytoplasma mali’ je uvedena naseznamu karanténnich
$kodlivych organismti EPPO A2 od roku 1992 a je v Ceské republice fazena mezi karanténni

Skodlivé organismy podle zakona €. 147/1996 Sb. v platném znéni.



2 Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace je:

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma fytoplazma proliferace jabloné, jeji molekularné

genetickd variabilita a hostitelsky okruh, s pfihlédnutim k vyznamu latentnich infekci.

2. Zvladnuti technik izolace DNA, PCR, 'nested” PCR, RFLP, sekvenovani, bioinformatické

hodnocenti dat.

3. Analyza vybraného souboru jabloni (r. Malus), vyhodnoceni vyskytu proliferace jabloné

a srovnani komer¢ni a organické vysadby.

4. Molekularné geneticka charakteristika detekovanych izolati "Ca. Phytoplasma mali’

a jejich porovnani se znamymi izolaty fytoplazmy.
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3 Literarni prehled

3.1 Obecna charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou jednoduché prokaryotni organismy bez bunécné stény, které
se vyskytuji ve floému rostlin a hemolymf¢ hmyzich vektorit (IRPCM, 2004; Lee a kol.,
1992, 1995). Predstavuji je kulovité, ovalné az protahlé bunky obalené pouze jednotkovou
plazmatickou membranou (Doi a kol., 1967). S jejich velikosti pfiblizn¢ 500 nm v priméru
a velikosti genomu v rozmezi od 530 do 1350 kilobazi (Marcone a kol., 1999b; Neimark
a Kirkpatrick, 1993) patii k nejmensim mikrobim tfidy Mollicutes (Marcone a kol., 1999b).
Vyznacuji se jedineCnou oligonukleotidovou sekvenci genu pro  16S rRNA,
ato CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT (IRPCM, 2004). Fytoplazmy vyvolavaji rizné
zavazné piiznaky chorob u pfiblizné tisice rostlinnych druh (Seemiiller a kol., 2002)
a zpusobuji tak znacné ekonomické ztraty (Strauss, 2009). Vétsina fytoplazem jsou karanténni
organismy uvedené na seznamu druhti doporucenych k regulaci a karantén¢ EPPO A1/A2
(EPPO, 2015).

3.2 Kilasifikace fytoplazem

V roce 1992 byl navrzen novy trividlni nazev pro MLOs zohlednjici jejich vztah
k rostlinam - fytoplazmy (International Committee on Systematic Bacteriology,
Subcommittee on the Taxonomy of Mollicutes, 1993). Klasifikace fytoplazem v soucasné
dob¢ je zaloZena na dvou samostatnych systémech vychazejicich z genetické variability genu
pro 16S rRNA. Prvni systém, historicky star$i, vychazi z variability fragmentu ohrani¢eného
primery R16F2/R16R2, zjisténé na zaklad¢ analyzy restrikénimi endonukledzami. V tomto
systému jsou fytoplazmy klasifikovany do 16Sr skupin; v soucasnosti je popsano tficet dva
16Sr skupin a vice nez 100 podskupin (Saeed a kol., 2016). Druhym systémem, ktery byl
navrzen na zacatku 20. Stoleti, byla vytvofena kategorie provizorniho druhu "Candidatus
Phytoplasma’. Klasifikace fytoplazem je zaloZena na zdéklad¢ analyzy variability genu
pro 16S rRNA, kdy pfislusnik druhu musi vykazovat mensi nez 97,5% podobnost s jakymkoli
jiz dfive popsanym druhem ’‘Candidatus Phytoplasma’. Novy druh mize byt popsan také
Vv piipad¢ vyssi shody, jedna-li se o prokazatelné ekologicky oddélenou populaci. Potom musi
spliiovat nasledujici podminky: fytoplazmy maji, v porovndni s jiZ znadmymi druhy
fytoplazem, odliSného hmyziho vektora, li§i se okruhem hostiteld a existuji dolozené

molekularni rozdily stanovené na zakladé DNA hybridizace, sérologické reakce nebo pomoci
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PCR (IRPCM, 2004). Do soucasnosti bylo oficialné pfijato ¢i navrzeno 43 druhti “Candidatus
Phytoplasma’ (Safafova a kol., 2016a).

3.3 Genom fytoplazem

Velikost chromozomu fytoplazem se pohybuje od 530 do 1350 kilobazi (Marcone
a kol., 1999b; Neimark a Kirkpatrick 1993). Genom fytoplazem nese geny pro realizaci
hlavnich molekularnich funkci, jako jsou replikace, transkripce a translace (Jung a kol., 2003;
Kakizawa a kol., 2001). Pro fytoplazmy je charakteristické, ze na rozdil od Zzivocisnych
mykoplazmat nesou spacer region (o délce piiblizn€¢ 300 bp), mezernik mezi 16S a 23S rDNA
oblasti (Smart a kol., 1996). U fytoplazem byly objeveny repetitivni a mobilni elementy;
ukazuje se, ze az 23 % repetitivnich oblasti DNA je organizovano v potencionalnich
mobilnich jednotkdch (PMU), které se podileji na rozdilech ve standardnich metabolickych
a nemetabolickych drahdch mezi fytoplazmami (Bai a kol., 2006). Genom fytoplazem ma
nizky obsah C+G bazi (21-28 %), stejné jako mykoplazmy (Glass a kol., 2000)
a endosymbiotické bakterie (Tamas a kol., 2002; Wernegreen, 2002). UGA ma u fytoplazem
funkci stop kodonu, nikoli funkci jako kodon tryptofanu (Lim a Sears 1991; Toth a kol.,
1994).

Prvnim popsanym genomem fytoplazem byl genom fytoplazmy Zloutenky aster
(izolat: Onion yellows phytoplasma OY-M) (Oshima a kol., 2004). Druhym popsanym
genomem byl genom dalSiho izolatu fytoplazmy Zloutenky aster (izolat: Aster yellows
witches’-broom phytoplasma AYWB) (Bai a kol., 2006). V roce 2007 byla stanovena tieti
kompletni sekvence genomu "Candidatus Phytoplasma mali” (kmen AT) (Kube a kol., 2007).
Poslednim do soucasnosti popsanym genomem byl genom "Ca. P. australiense” (Tran-Nguyen
a kol, 2008). Pro ’'Candidatus Phytoplasma mali’, ‘Ca.Phytoplasma pyri’
a ‘Ca. Phytoplasma prunorum” je charakteristicky chromozom linearni, zatimco genom
vetSiny ostatnich fytoplazem podobné jako bakterii je tvofen cirkuldrnim chromozomem

(Kube a kol., 2008).

3.4 Metody detekce a identifikace fytoplazem

3.4.1 Detekce fytoplazem

Detekce fytoplazem je zalozena na zikladé¢ metody PCR. PCR je velmi citliva, ale

vzhledem K nizkému titru fytoplazem je pro ptfesnou diagnézu nezbytné jeji citlivost jesté

12



zvysit, coz je mozné provedenim 'nested” PCR (Gundersen a kol., 1994), kdy amplifikacni
produkt prvni reakce slouzi jako templdt pro naslednou amplifikaci. Prvnim stupném je
"direkt” PCR, pii niz se vétSinou uzivaji primery P1/P7 (Deng a Hiruki, 1991; Schneider
akol., 1995), které amplifikuji 16S-23S rDNA o délce cca 1800 bp. Pro zvySeni citlivosti
a odstranéni inhibi¢nich latek se produkt natedi (1:29 az 1:50 sterilni destilovanou vodou)
a amplifikuje v 'nested” PCR, obvykle s pomoci primert R16F2/R16R2 (Lee a kol., 1993),
piipadné fUS5/rU3 (Lorenz a kol., 1995). Nezbytnym ptfedpokladem tspésné PCR amplifikace
fytoplazmové DNA je izolace celkové DNA z rostliny ¢i vektoru v dostate¢né kvalité (Firrao
a kol., 2007). Pro urceni diverzity a piesnéjsi identifikaci fytoplazem se dale vyuzivaji i jiné
oblasti genomu fytoplazem mimo oblast 16S-23S rDNA. Univerzalni i skupinové specifické
primery pro detekci fytoplazem byly odvozeny nejen od sekvence genu pro 16S rRNA,
ale i od sekvenci genu pro ribosomalni proteiny, SecY a Tuf genti a imp genu (Lee a kol.,
1994, 2004a,b, 2006b, 2010; Martini a kol., 2002, 2007a; Schneider a kol., 1997; Mitrovic’
a kol., 2011; Smart a kol., 1996).

3.4.2 ldentifikace fytoplazem

Pro identifikaci se pouziva Siroké spektrum restriknich endonukleaz. Porovnanim
restrikénich spekter s kontrolnimi vzorky nebo literarnimi idaji je mozné piesné€ identifikovat
danou fytoplazmu (Lee a kol., 1998). Pro rozliseni jednotlivych skupin a podskupin
fytoplazem se pouziva zakladni soubor sedmnacti restrik¢nich endonukleaz: Alul, BamHl,
Bfal, Dral, EcoRI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Rsal, Sspl, Tagl, Thal, Msel
a Sau3Al (Lee a kol., 1993, 1998). Na zacatku devadesatych let dvacatého stoleti umoznily
PCR techniky spolu s RFLP analyzou pfesnou identifikaci riznych kment a druht
fytoplazem (Namba a kol., 1993; Lee a kol., 1993; Schneider a kol., 1993). Pro lepsi rozliSeni
jednotlivych druht fytoplazem se k analyzam vyuziva vétsi pocet restrikénich endonukledz
(Lee a kol., 1993).

Fytoplazma proliferace jabloné patii do skupiny 16SrX spolecné s dalSimi
fytoplazmami. Pro jeji identifikaci se pouziva analyza restrikénich profild Alul a Rsal
(Schneider a kol., 1993). Fytoplazmu "Ca. Phytoplasma mali” 1ze odlisit od ‘Ca. Phytoplasma
pyri’ RFLP analyzou pomoci restrikénich endonukleaz Sspl a BsaAl, a od ‘Ca. Phytoplasma
prunorum’ pomoci restrikénich endonukleaz Rsal, BsaAl, Sspl a Sfcl (Seemiiller a Schneider,

2004).
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3.5 Fytoplazma proliferace jabloné ("Candidatus Phytoplasma mali”)

‘Candidatus Phytoplasma mali” ('Ca. Phytoplasma mali’) je puvodce fytoplazmy
proliferace jabloné¢ (AP), ktera je jednim z nejvyznamnéjSich fytoplazmovych onemocnéni
v Evrop¢ (Seemiiller a kol., 2011). Patii do 16SrX-A skupiny fytoplazmy proliferace jabloné
(Lee a kol., 1998). ‘Ca. Phytoplasma mali’ je uvedena na seznamu karanténnich Skodlivych
organismi EPPO A2 od roku 1992 (EPPO, 2015) a je v Ceské republice fazena
mezi karanténni Skodlivé organismy podle zadkona ¢. 147/1996 Sb. v platném znéni.
Fytoplazma proliferace jablon¢ byla popsana jako "Candidatus Phytoplasma mali” na zakladé
specifity vektoru a hostitelského okruhu v roce 2004 (Seemiiller a Schneider, 2004).

3.5.1 Priznaky infekce fytoplazmou proliferace jabloné

Fytoplazma proliferace jabloné¢ vyvolava specifické 1 nespecifické ptiznaky
na vyhoncich, listech, plodech a kotfenech. Prvnim pfiznakem onemocnéni je Casto ¢ervenani
listd objevujici se od konce 1éta do poloviny podzimu. V Cervenci nebo srpnu nasledujiciho
roku muze dochazet u symptomatickych stromt ke vzniku metlovitosti (‘witches' brooms”)
(Casati a kol., 2010; Lee a kol., 2000; Seemiiller a kol., 2002). Jedna se o nejvyrazngjsi
symptom, ktery vznika potlacenim apikalni dominance a rtistem bézn¢ dormantnich axilarnich
pupentl na horni ¢asti vitalnich vyhonkt. Vysledné sekundarni vyhonky jsou strm¢ vzpiimené
a li$i se od normaln€ rostoucich bocnich pupenli svirajicich tupy thel (Bovey, 1963).
Typickym piiznakem AP jsou také zvétSené palisty, které maji charakter malého listu, jsou
rozdéleny na fapik a Cepel, ¢epel je pravidelné zoubkovana (Casati a kol., 2010; Seemiiller
a Schneider, 2007; Baric a kol., 2007). Metlovitost a zvétSené palisty jsou jedinymi ptiznaky
AP, které umoziiuji spolehlivou diagnézu (Seemiiller, 1990). Podobné piiznaky vsSak byly
zaznamenany v Litvé a byly spojeny s infekei fytoplazmou Zloutenky aster ("Ca. Phytoplasma
asteris”) (Jomantiene a Davis, 2005).

Napadnym ptiznakem fytoplazmy proliferace jablon¢ je pozdni a opakované kveteni.
Infekce fytoplazmou proliferace jabloné zpisobuje redukci velikosti (asi 0 50 %) a hmotnosti
(o 63 az 74 %) plodu, snizuje jakost ovoce, plody maji delsi stopky ve srovnani s plody
zdravych stromti (Kunze, 1976). Listy jsou Casto men$i, svétle zelené¢ aZz chlorotické.
Privodnim znakem napadeni fytoplazmou je zvysena citlivost k padli jablon¢ (Podosphaera
leucotricha) (Maszkiewicz a kol., 1980). AP rovnéz zvySuje citlivost k napadeni houbou
pevnikem nachovym (Chondrostereum purpureum) (Németh, 1986). Vitalita mladych stromt

je vyrazné snizena a jejich kofenovy systém je slabé vyvinut, kofeny byvaji kratké, zmnozené
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a nitkovité. Stromy infikované v pozd¢jsi fazi rastu s dobfe vyvinutym kofenovym systémem
1épe snaseji onemocnéni a pozorujeme u nich ozdraveni (Kunze, 1989; Seemiiller, 1990).

Symptomy se vyskytuji Vv korunach stromt nerovnomérné a kolisaji v zavislosti
na odradé, veku, vitalité stromu a klimatickych podminkach (Seemiiller a kol., 1998).
Pro nové napadené stromy jsou typické ptiznaky metlovitost a podméreéné plody; tyto
pfiznaky lze pozorovat po omezenou dobu, pouze jeden rok nebo nékolik let poté,
CO se poprvé objevi. Stromy se mohou zacit ozdravovat a objevuje se u nich pouze Cervenani
listh a zvétSené palisty a nakonec se mohou stat neptiznakovymi po jeden ¢i vice rokd.
U ozdravenych stromli vymizi fytoplazma z koruny, ale stale zlstava aktivni v kofenech
a miize byt prenasena na zdravé stromy (Carraro a kol., 2004; Musetti, 2004). Béhem této
‘recovery’ faze se zvySuje vynos, velikost a kvalita plod. Vynos ¢aste¢né zotavenych stromi
dosahuje pfiblizné Sedesati procent vynosu zdravych stromt (Kunze, 1989). Pozdé&ji se mohou
znovu objevit silné pfiznaky infekce (Carraro a kol., 2004; Seemiiller a kol., 1984, 2010).

Zména v expresi symptomi se mize vztahovat k sezénnimu kolisdni populace
fytoplazem v nadzemnich ¢astech infikovanych stromu. Fytoplazmy jsou zdvislé na funkénich
sitkovicich, a jelikoz sitkovice pfestanou fungovat na konci podzimu az zacatkem zimy,
patogen je béhem zimy z nadzemich casti eliminovan. Piezije vSak v kotenech, kde jsou
funkéni sitkovice v pribéhu celého roku. Na jaie, kdy se tvofi novy floém, mize znovu
kolonizovat nadzemni ¢asti rostliny. Rekolonizace probiha Castéji v prvnich letech choroby,
pozdéji vSak nemusi k rekolonizaci dojit kazdy rok ¢i viibec. Stromy intenzivné kolonizované
v nadzemnich castech obvykle vykazuji charakteristické ptiznaky, zatimco ty jen Caste¢né,
slabé nebo nekolonizované maji mirné pfiznaky ¢1 zZadné. Kotenovy systém infikovanych
stromi zustava kolonizovany po cely zivot rostliny (Carraro a kol., 2004; Pedrazzoli a kol.,
2008a; Schaper a Seemiiller, 1982, 1984, Seemiiller a kol., 1984a, 1984b).

Symptomatologie popsana vyse je typickd pro kultivary péstované na podnozich
Malus x domestica. U tohoto genetického materialu vsak existuji ur¢ité rozdily v odpovédi
na infekci v zavislosti na konkrétni pouzité podnozi. Vyskyt a zavaznost onemocnéni je vyssi
u stroml na vitalni podnozi, jako je M 4, M 11 a MM 104, neZli na pievazujici standardni
podnozi M 9 (Kunze, 1989). Také samotné kultivary se v reakci do jisté miry lisi. Vice byla
postizena vitalita a vynos kultivart "Starking’, "McIntosh” a "Jonathan” nez kultivara "Idared’
a 'Spartan” (Zawadzka, 1976). Kultivary odolné vici strupovitosti "Florina’, "Prima’

a Priscilla” se ukazaly jako velmi vnimavé na fytoplazmu proliferace jabloné (Loi a kol.,
1995).
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Byla zaznamendna znac¢na variabilita ve virulenci ‘Ca. Phytoplasma mali’. Na zakladé
ptfiznakovosti mohou byt kmeny fytoplazem oznaCovany jako avirulentni, mirn¢, stiedné
nebo silné virulentni. Stromy mohou byt soucasné napadeny vice nez jednim kmenem
fytoplazmy proliferace jablon¢ (Seemiiller a Schneider, 2007; Seemiiller a kol., 2010).
V nékterych piipadech mize dojit k pfedcasné smrti infikovanych stromid (Németh, 1986;
Seemiiller, 1990; Smith a kol., 1988).

3.5.2 Hostitelsky okruh fytoplazmy proliferace jabloné

Hostitelsky okruh AP zahrnuje vétSinu odrud jabloni (Rosaceae: Malus spp).
Za hostitele jsou dale povazovany druhy v ramci ¢eledi Rosaceae (Pyrus communis L. [hruSen
obecna]), Apocynaceae (Catharanthus roseus (L.) G. Don [barvinek razovy]), Betulaceae
(Corylus avellana L. [liska obecna]), Vitaceae (Vitis vinifera L. [réva vinna]), Convolvulaceae
(Convolvulus arvensis L. [svlacec rolni]), a Poaceae (Cynodon dactylon (L.) Pers. [troskut
prstnany]) (CABI, 2011; Del Serrone a kol., 1998; Marcone a kol., 1996b; Matus a kol., 2008;
Schneider a kol., 1997). Seznam hostitelt a jejich zem&pisny ptivod je uveden v Tab. 1.

Vétsina odrud jabloni je vnimava (CABI, 2011), za vnimavé jsou povazovany odrady
"Belle de Booskop’, "Gravestein’, ‘Golden Delicious” a "Winter Banana’. K velmi vnimavym
odriddm patii "Florina’, 'Prima” a 'Priscilla” (Loi a kol., 1995a). Stfedn¢ vnimavé jsou
odridy ‘Idared’, "MclIntosh’, "Starking” a "Starkrimson” (Németh, 1986). Tolerantnich odriidy
zahrnuji 'Roja de Benejama’, "Antonokova’, 'Cortland’, "Spartan’, "Yellow transparent’
a "Wealthy” (Németh, 1986). Odridy Prima’, 'Florina” a 'Priscilla’, o kterych je zndmo,
ze jsou odolné vici strupovitosti (Venturia inaequalis), byly odvozeny z kultivari vnimavych
k fytoplazm¢ proliferace jabloné, jako jsou 'Golden Delicious’, "Starking Delicious’,
"Mclntosh’, "Jonathan’, "'Rome Beauty” a "Malus floribunda 821" (Kartte a Seemiiller, 1988).

Fytoplazma byla experimentalné pfenesena rouby na Malus baccata, M. coronaria, M.
domestica, M. floribunda, M. fusca, M. gloriosa, M. ionensis, M. x platycarpa, M. purpurea,
M. x robusta (Németh, 1986). Pfirozena rezistence k "Candidatus Phytoplasma mali” byla
objevena u Malus sieboldii, tento druh je diskutovan jako mozny zdroj rezistence pfi Slechténi
novych odrid jabloni (Kartte a Seemiiller, 1988, 1991; Jarausch a kol., 2008; Seemiiller
a kol., 2007).
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Tab. 1: Seznam hostitelti fytoplazmy proliferace jabloné

5y Zemenisny
Latinské jméno Ceské jméno nteplsny Reference
puvod
Malus domestica Borkh. |jablon domaci | Evropa Lorenz a kol., 1995; Rui a kol., 1950

Malus prunifolia Desf. jablori

alus prunifolia Dest. ex [jablo 1 4 ¢ Gidaje CABI 2011
Steud. tieSnolista
Malus pumila Mill. jablon obecna | zadné udaje CABI 2011

Pyrus communis L. hrusen obecna | Mad’arsko Del Serrone a kol., 1998
Convolvulus arvensis L. |svlacec rolni | N&mecko Schneider a kol., 1997
Corylus avellana L. liska obecna | Italie Marcone a kol., 1996b
Prunus domestica L. SveSt,k a} Tunisko Ben Khalifa a Fakhfakh, 2011a
domaci
Prunus domestica L. Sves‘[,k% Slovensko Mehle a kol., 2007
domaci

Prunus salicina Lindl.

slivon vrbova

zadné udaje

CABI 2011

Prunus persica var. broskvon

Nucipersica (Suckow) obecna Polsko Cieslinska a Morgas, 2011

C. K. Schneid. nektarinka

Ribes rubrum L. rybiz &erveny | Ceska republika | Navratil a kol., 2007

Vitis vinifera L. réva vinna Chile Matus a kol., 2008

Crataegus monogyna .hIOh , | Italie Tedeschi a kol., 2009

Jacq. jednosemenny

nodon lon (L. rosk

Cynodon dactylon (L) | troskut 24dné tdaje CABI 2011

Pers. prstnany

Dahlia x cultorum jifina Polsko Kaminska a Sliwa, 2008b

- lili . (cv. . -

Lilium spp. L. I.Ie Spp (cv Polsko Kaminska a Sliwa, 2008a
Siberia)

Nicotiana occidentalis tabak zadné udaje Berg a kol., 1999

. tabak

Nicotiana tabacum L. % a, , zadné udaje Berg a kol., 1999
virginsky

Prunus avium (L.) L. tiesen pta¢i | Slovensko Mehle a kol., 2007

Prunus armeniaca L. memn}(a Slovensko Mehle a kol., 2007
obecna

3.5.3 Prenos a Siieni fytoplazmy proliferace jabloné

V agrosystémech se fytoplazmy rozSifuji vegetativnim mnozenim rostlinného

materialu, pomoci roubti a ocek z infikovanych rostlin (Lee a kol., 2000). Mohou

se experimentalné pienaSet prostfednictvim parazitickych rostlin, zejména kokotice (Cuscuta

spp.) (Heintz, 1986; Marwitz a kol., 1974). Byl zaznamenan pfenos AP kofenovymi srusty

ve stftedné starych a starych jablonovych sadech (Baric a kol., 2008; Bliefernicht a Krczal,
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1995; Ciccotti a kol., 2008; Vindimian a kol., 2002). Ptenos fytoplazem semeny nebo pylem
se zatim nepodatilo potvrdit (Card a kol., 2007; Cordova a kol., 2003; Khan a kol., 2002).
Fytoplazmy nejsou pfenosné mechanickou inokulaci (Lee a kol., 2000).

Pfenos AP se uskuteCiiuje také pomoci bodavé savého hmyzu patiictho do rodu
Cacopsylla (Hemiptera, Sternorrhyncha, Psylloidea) (Marzachi a kol., 2004). Bylo prokazano,
ze hlavnimi vektory ’Candidatus Phytoplasma mali” jsou Cacopsylla picta (Forster)
a Cacopsylla melanoneura (Forster) (Frisinghelli a kol., 2000; Jarausch a kol., 2003, 2004a;
Mattedi a kol., 2008; Pedrazzoli a kol., 2007; Tedeschi a Alma, 2004). Za dalsiho vektora
je povazovan Fieberiella florii (Stal) (Krczal a kol., 1989; Tedeschi a Alma, 2006). Pfenos
fytoplazmy proliferace jabloné probihd perzistentnim zptisobem. Hmyz je schopen pienosu
na dalsi rostlinu teprve po uspésném sani na infikované rostliné¢ a po probéhnuti tzv. latentni
periody, nékdy nazyvané inkubacni dobou (Carraro a kol., 2001). Doba akvizi¢niho sani
je velmi variabilni — je udavana v rozmezi od nékolika minut pies nékolik hodin az dni.
Latentni perioda je zavisla na teploté a obecné muze trvat v rozmezi par dni az do 80 dni,

nejcastéji jde o 2 az 4 tydny (Murral a kol., 1996).

3.5.4 Geografické rozsireni fytoplazmy proliferace jabloné

Mezi prvnimi zemémi Se zaznamenanymi pfiznaky fytoplazmy proliferace jabloné
byla napiiklad Italie, oblast Veneto (Rui a kol., 1950). Na zacatku 60. let se fytoplazma
proliferace jabloné vyskytovala velmi ¢asto, nasledné doslo k poklesu vyskytu AP z divodu
pouzivani zdravého rostlinného materiadlu pro vegetativni mnozeni. Od roku 1995 byly
zaznamenany vyznamné lokalni epidemie v nékolika evropskych zemich zptsobené
fytoplazmou proliferace jabloné, napriklad v Italii, Némecku a na Slovensku (Bertaccini
a kol., 2008; Blystad a kol., 2012; Brzin a kol., 2003; Jarausch a kol. 2004a; Loi a kol., 1995)
veetné Ceské republiky (Blazek a kol., 2005; Fialova a kol., 2003; Franova a kol., 2008;
Kucerova a kol., 2005; Navratil a kol., 1998).

Fytoplazma proliferace jabloné byla do soucasnosti detekovana v Africe (Tunisko),
Asii (Syrie, Turecko) a je rozSifena po celé Evropé. Je znaméa z Albanie, Belgie, Bosny
a Hecegoviny, Bulharska, Ceské republiky, Finska, Francie, Chrovatska, Italie, Mad’arska,
Moldavska, Némecka, Polska, Rakouska, Rumunska, Recka, Slovenska, Slovinska, Srbska,
Spanélska, Svycarska a Ukrajiny (Al-Jabor a Gharz Edin, 2009; Avinent a Llacer, 1995; Ben
Khalifa a Fakhfakh, 2011a; CABI, 2009; Canik a Ertung, 2007; Del Serrone a kol., 1998;
Delic a kol., 2007; Dudek a kol., 2008; EPPO, 1997, 2011, Fialova a kol., 2003; Krizanac
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a kol., 2010; Lemmetty a kol., 2013; Mehle a kol., 2007; Myrta a kol., 2003; Rumbou a kol.,
2008). Tato fytoplazma byla také nalezena v roce 1978 ve Velké Britanii, nasledn¢ zde byla
vymycena (Davies a kol., 1986).

3.5.5 Hospodarsky vyznam fytoplazmy proliferace jabloné

‘Candidatus Phytoplasma mali” je povazovana za jednoho 2z hospodaisky
nejvyznamngéjsich patogenti jadrovin v péstitelskych oblastech jizni a stiedni Evropy. V Italii
a Némecku byly ekonomické ztraty v jablonovych sadech zpisobené touto fytoplazmou
odhadnuty na 100 milliont € ro¢né (Strauss, 2009). AP zna¢né snizuje vynos a kvalitu ovoce.
Hmotnost plodi je casto snizena o 63-74 %, plody jsou Spatn€ vybarvené a maji horsi

chutovou kvalitu, coz vede k tomu, ze az 80 % je neprodejnych (Kunze, 1976).

3.6 Geneticka variabilita fytoplazmy proliferace jabloné

K identifikaci fytoplazem se pouziva gen pro 16S rRNA. Tento gen je vSak velmi
konzervativni (Davis a kol., 2003; Duduk a kol., 2009; Jung a kol., 2003; Lee a kol., 1998;
Liefting a kol., 1996; Schneider a Seemiiller, 1994), proto se nehodi pro podrobngéjsi rozliseni
kment fytoplazem. Z tohoto divodu je studovédna variabilita dalSich geni a genomickych
oblasti, jako naptiklad sekvence genu pro nitroreductase-like protein, genu pro ribosomalni
proteiny rpl22-rps3, secY, tuf, groEL a dale intergenova oblast 16S-23S rRNA (Casati a kol.,
2007; Jarausch a kol., 2000, 2004b; Lee a kol., 1994, 2004a,b, 2006b, 2010; Martini a kol.,
2002, 20073, 2008; Mitrovic” a kol., 2011; Schneider a kol., 1997; Smart a kol., 1996).

3.6.1 Gen pro 16S rRNA

Nejcastéji analyzovanou genomickou oblasti je oblast 16S-23S rDNA véetné
intergenové oblasti. Analyza je zaloZena na studiu variability P1/P7 fragmentu o délce 1,8 kb.
Zakladem analyzy je zjiStovani genetické variability pomoci restrikénich endonukleaz Hpall
a Faul, kdy na zaklad¢ ziskanych RFLP profilt je fytoplazma proliferace jabloné rozdélovana
do zakladnich genotypt. RozliSujeme dva restrik¢ni profily: P-1 a P-11. Oba tyto profily byly
ziskany u kment "Ca. Phytoplasma mali” z Italie, Mad’arska a Srbska (Casati a kol., 2010;
Paltrinieri a kol., 2010), Polska (Cieslinska a kol., 2012) a Ceské republiky (Franova a kol.,
2013). Smésné infekce byly zaznamenany napi. ve vzorcich z Ceské republiky a Mad’arska
(Franova a kol.,, 2013; Paltrinieri a kol., 2010). Vysoky stupeni genetické diverzity

mezi populacemi ‘Ca. Phytoplasma mali” byl zjistén v severozapadni Italii (Casati a kol.,
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2010). Profil P-I byl detekovan ve vétsingé vzorkl z oblasti Trentino; profil P-II pfevladal
ve vzorcich z oblasti Veneto. V Rumunsku byl profil P-I zaznamenan u vétSiny vzorkd,
zatimco profil P-II byl zjiStén pouze u izolath z Bukuresti a B. Nasaud (Chireceanu

a Cieslinska, 2014).

3.6.2 Gen pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3

Molekularni charakterizace genu pro ribosomalni proteiny pomoci Alul/RLFP analyzy
amplikonti rpAP15f/rpAP15r umoznila rozliSovat Ctyfi razné restrikéni profily rpX-A, rpX-B,
rpX-C a rpX-D. Vsechny ¢tyfi podskupiny byly detekovany u izolatti "Ca. Phytoplasma mali’
v severovychodni Italii. Podtyp rpX-A se vyskytoval nejéastéji, zatimco vyskyt podtypu
rpX-C a rpX-D byl tidky. U jednoho izolatu podtypu rpX-A byla detekovana smésna infekce
s podtypem rpX-B (Martini a kol., 2008). Ve vétsiné vzorkti z regionu Veneto byla
identifikovana fytoplazma patiici do podskupiny rpX-D, kdezto podskupiny rpX-B a rpX-C
byly identifikovany pouze v né€kolika vzorcich z regionli Trentino a Veneto. U vSech vzork
vykazujicich profil P-1 byla identifikovana pfitomnost fytoplazmy patiici do podskupiny
rpX-A, zatimco ve vzorcich ukazujicich profil P-II bylo mozné rozlisit dalsi tii

rpX podskupiny (Paltrinieri a kol., 2010).

3.6.3 Gen pro nitroreductase-like protein

Analyzou genetické variability genu pro nitroreductase-like protein amplikont
AP14/AP15 byly pomoci restrikénich endonuklaz Hincll a Pagl detekovany genotypy AT-1,
AT-2, AP15 (Jarausch a kol., 1994, 2000).

Genotypy AT-1, AT-2, AP15 byly zjistény v riznych zemich Evropy. Podtypy AP15
a AT-2 se vyskytovaly ve Francii, Némecku, Spanélsku, Svycarsku, Rakousku, Rumunsku
a Italii. Podtyp AT-1 se vyskytoval mén¢, byl detekovan ve Francii a Némecku. Podtyp AP15
predstavovalo vice nez 50 % izolatl jak ve Francii, tak i celkové, kdezto podtyp AT-1 byl
mirné prevladajici v Némecku. V experimentdlnich sadech v Bordeaux byly detekovany
vSechny tii podtypy a v komer¢nim sadu v Lot-et-Garonne dva rizné podtypy (AP15 a AT-2)
(Jarausch a kol., 2000).

Pozd¢jsi analyzy neribozomalnich fragmenti DNA populaci "Ca. Phytoplasma mali’
ze severozapadni Italie odhalily pfitomnost tfi podtypi fytoplazmy proliferace jabloné (AT-1,
AT-2 a AP15), a byla hlaSena identifikace dvou genetickych linii izolath fytoplazem v ramci
podtypu AT-1, oznaCované jako AT-la a AT-1b (Casati a kol., 2010). Kmeny patiici
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do podskupiny rpX-A vykazovaly nasledujici genotypy: vzorkiim ze Srbska patfil profil
AP15, zatimco vzorky z regionu Trentino vykazovaly profil AT-2. Ve vzorcich z Mad’arska
byla identifikovana piitomnost profild AT-1, AT-2 a AP15 (Paltrinieri a kol., 2010).

3.6.4 Gen pro HfIB proteasu

Molekularni analyzy genu pro HfIB proteasu ATP00464 kment "Ca. Phytoplasma
mali” odhalily sekven¢ni polymorfismy v ramci tohoto taxonu. Vysokého rozliSeni genotypt
‘Ca. Phytoplasma mali” bylo dosazeno pomoci analyzy polymorfismu konformace
jednovlaknové DNA (SSCP) (Seemiiller a kol., 2010; Schneider a Seemiiller, 2009). HfIB
(synonymum FtsH) je ATP-dependentni membranové asociovana Zn®* protedza spojena
s degradaci proteinti. Plisobi proti membranovym proteinim jako je SecY (Ito a Akiyama,
2005), a je tak piimo zapojena do membranového transportu hrajiciho dulezitou roli
ve virulenci bakterii (Bonas, 1994). U vétSiny bakterii je gen pro hflB proteasu pfitomen
Vv jediné kopii, zatimco u fytoplazem byl identifikovan v 6 az 24 kopiich (Arashida a kol.,
2008; Bai a kol., 2006; Oshima a kol., 2004; Tran-Nguyen a kol., 2008).

Ve fragmentech genu pro HfIB proteasu byly nalezeny konkrétni motivy, které
souviseji s ptiznakovosti fytoplazmy proliferace jablon¢ a na zdkladé nich se daji rozdélit
izolaty na slab¢ a silné virulentni, pfipadné latentni infekce. Jednd se o motivy nukleotidové
CTT184 a TAA184 na pozici 184-186, vyskytujici se ve vSech sekvencich, které rozlisuji
slabé a siln¢ virulentni kmeny. Motiv CTT184, vyskytujici se u siln¢ virulentnich kment,
je podpofen nukleotidovymi markery G215, A252, C267, A367 a A377, zatimco klasifikace
nékterych slabé virulentnich kment je podpofena motivem TTGCTGC227 na pozici 227-233.
Déle se jedna o motivy proteinoveé, které pokryvaji pouze polovinu kment, jsou vSak
povazovany za silngj$i nez ty zaloZené na synonymnich mutacich. Aminokyselinové markery
S72, S123, S126 a motiv F-A76 odpovidaji nukleotidovym markeram G215, A367, A377 a
motivu T-C277 (Seemiiller a kol., 2011).

3.7 Fytoplazma proliferace jabloné v Ceské republice

Piiznaky infekce fytoplazmou proliferace jabloné byly v Ceské republice poprvé
zaznamenany v polovin¢ dvacéatého stoleti., kdy byly ve starych sadech pozorovany lokalni
epidemie a nejcastéjSim zplsobem S$ifeni bylo roubovani (Blattny a kol., 1963). Nasledné
doslo kpoklesu vyskytu AP zdivodu pouzivani zdravého rostlinného materidlu

pro vegetativni mnozeni. V 90. letech minulého stoleti byl zaznamenin nartst vyskytu
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fytoplazmy proliferace jablon¢, ktery vedl az ke vzniku lokalnich epidemii (Blazek a kol.,
2005; Fialova a kol., 2003; Franova a kol., 2008; Kucerova a kol., 2005; Navratil a kol.,
1998). AP se v Ceské republice vyskytuje pfevazné ve starSich vysadbach, soukromych
zahradach, stromotadich a podél cest (Fialova a kol., 2003).

Analyzou genetické variability 16S-23S rDNA bylo zjisténo, ze izolaty fytoplazmy
proliferace jabloné detekované v Ceské republice nejéastéji piisluseji k profilu 2a” a P-I
(Franova a kol., 2013). Na zaklad¢ variability dalSich gent nalezela vétSina detekovanych
izolati do podskupiny rpX-A, genotypu AP-15 a AT-2, a ostatni izolaty do podskupiny
rpX-B, podtypu AT-1, ktery byl jen sporadicky detekovan a je ziejmé castéji nachazen

na Moravée (oblast s primérnou vyssi teplotou) (Franova a kol., 2013).

3.8 Latentni infekce

Fytoplazmy v latentnim stadiu infekce nezpusobuji zadné symptomy na hostitelské
rostlin€. Vyskyt latentni infekce byl dokazan Gspé€$nym pienosem "Candidatus Phytoplasma
mali” roubovdnim z nepfiznakové jablon¢ (Seemiiller a kol., 1984). Je mozZné,
ze asymptomatické rostliny jsou tolerantni, ¢i v inkubacni dobé. Infekce muze byt
i po dlouhou dobu latentni nebo se projevuje jen na ¢asti koruny. Bylo zji§téno, Ze piitomnost
‘Ca. Phytoplasma mali” v koruné je spojena s expresi symptomi, zatimco u latentné
infikovanych a ozdravenych stromi zustava patogen v kofeni (Carraro a kol., 2004).

Mnoho kultivard nevykazuje typické ptiznaky (zmény ve velikosti a poctu palisti
a tvorba metlovitosti) v prvnich letech vyvoje stromu (Kartte a Seemiiller, 1988, 1991a,
1991b; Schaper a Seemiiller, 1982; Seemiiller a kol., 1984a, 1984b). Fytoplazmy se mohou
také vyskytovat u stromd, které vykazuji atypické ptiznaky, jako napiiklad cervenani listd a
gumovitost (Bertaccini a kol., 2001). V piipadé projevu nespecifickych symptomt musi byt
tedy zvazen mozny vyskyt latentni infekce. Posouzeni na zaklad¢ ptiznakovosti odrazet
skute¢nou miru onemocnéni ur¢itého sadu (Baric a kol., 2007).

Zdanlivé zdravé stromy mohou byt napadeny fytoplazmou, kterd se mize
Bezptiznakové infekce jsou dulezité pro ekologii a epidemiologii fytoplazmovych
onemocnéni, jelikoZ latentné infikované rostliny mohou slouzit jako zdroj infekce (Brzin
a kol., 2003; Cainelli a kol, 2004). Jejich v¢asna detekce a nasledné odstranéni je stejné
dilezité jako intenzivni kontrola vektorti. To je vyznamné zejména v nové zaloZenych sadech

nebo v oblastech s vysokym vyskytem onemocnéni (Mehle a kol., 2010).
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Exprese ptiznaki je velmi variabilni, mira exprese ptiznakl se miize zna¢né liSit mezi
jednotlivymi stromy i ramci jednoho stromu v pribéhu nékolika let. Pfestoze jabloné
zustavaji infikovany fytoplazmou po cely sviij zivot, projev symptomi se muze zmirnit
i na nékolik vegetacnich obdobi nebo v nékterych piipadech nemusi onemocnéni nikdy
propuknout (Carraro a kol., 2004; Seemiiller a kol., 1984). Kromé¢ toho se ptedpoklada,
ze mnoho stromi je latentné infikovanych a pfiznaky onemocnéni jsou viditelné teprve
v disledku specialnich klimatickych podminek nebo vyznamnych zmén v produkénich
postupech (Baric a kol., 2003). Pokud je rozmnozovaci material infikovan z podnoze
nebo s§tépu, zpozdéni exprese piiznakli mize byt od par mésicti po nékolik let (v zavislosti
na druhu a odrud¢), toto zpozdéni komplikuje urceni zdroje infekce v dobé€, kdy se symptomy
objevi (Giunchedi a Pollini, 2003).

Exprese symptomi mulze zaviset na stavu rostliny v dobé infekce a na titru
pocatecniho inokula. Da se spekulovat, Ze star$i vitalni rostlina infikovana AP by se mohla
Iépe vyrovnat s patogenem a efektivnéji potlacit ptfiznaky nemoci, a to i na delsi dobu.
Narozdil od mladsi rostliny, kterd mé& nejen menSi mnozstvi biomasy, ale také trpi
fyziologickym stresem v dasledku neddavné vysadby, se objevi ptfiznaky diive a vyraznéji.
Ptenosové experimenty ve sklenicich, jednak pomoci hmyzu i infikovaného rostlinného
materialu, ukazaly, ze mladé stromy mohou vykazovat pfiznaky po minimalni inkuba¢ni dobé
Ctyt az Sesti mésict (Carraro a kol., 2004; Frisinghelli a kol., 2000). Nicmén¢, v sadu miize
trvat obdobi latence déle, dokonce i u mladsich stroma (Baric a kol., 2007).

S cilem odhalit rozsah latentnich infekci fytoplazmou proliferace jabloné byly
provedeny dvé studie v Jiznim Tyrolsku. Byl studovan sedmilety komer¢ni jablotiovy sad,
kde dosahovala mira latentni infekce 2,3 %. Bylo zjiSténo, Ze skute¢nd mira infekce byla vice
neZ dvakrat vys§i nez pii posouzeni monitorovanim ptiznak (Baric a kol., 2007). Druha
studie zahrnovala mlady sad, ktery byl vybran, jelikoz byly stromy napadeny merou
Cacopsylla picta bezprostiedné po vysadbé. Studie prokazala, Ze mladé jablon¢ byly latentné
infikovany fytoplazmou proliferace jabloné¢ po dobu nejméné 1,5 az 4 roky (Unterthurner
a Baric, 2011). Fytoplazma proliferace jablon& byla studovana také v Ceské republice, kdy
pozitivni testy na pfitomnost fytoplazem u jabloni gumovitych a bezpiiznakovych naznacily

moznost pomérné vysokého vyskytu latentni infekce (Fialova a kol., 2003).

23



4  Material a metody

4.1 Rostlinny material

Byla provedena analyza vyskytu a Sifeni fytoplazmy ve dvou sadech, které byly
udrzovany v odlisnych systémech péstovani. Jeden sad byl v tzv. integrovaném systému
péstovani (dale jen intenzivni sad) a druhy v prechodovém systému péstovani (dale jen
ekologicky sad). Vyvoj priznaki byl sledovan v obou sadech na rozloze zahrnujici pét fad
po padesati stromech (tj. bylo hodnoceno celkem 250 stromt). S cilem vyhodnotit vyskyt
fytoplazmy proliferace jabloné a zjistit frekvenci vyskytu latentnich infekci bylo odebrano
po padesati vzorcich v obou sledovanych sadech z jablon¢ domaci (Malus domestica). Vzorky
byly odebirany v péti fadach, ptic¢emz z kazdého 5. stromu v fadé byly odebrany tfi dvouleté
vétvicky. V intenzivnim sadu byly navic vybrany dva stromy, jelikoz tyto stromy vykazovaly
priznaky potencionalné vyvolané fytoplazmou proliferace jablon¢. Odebrané vzorky byly

oznaceny, vlozeny do mikrotenovych sacki a uchovany v chladu.

4.2 lzolace DNA

DNA byla z jednotlivych vzorkl izolovana pomoci modifikované CTAB metody
podle Ahrense a Seemiillera (1992).

Pomoci skalpelu bylo odebrano lyko ze tfi vétvicek o délce ptiblizné 10 cm. Lyko
bylo homogenizovdno v cca 8 ml pufru Delaporta 1x. Homogenat byl centrifugovan
pti 1000 g po dobu 4 min pii 4 °C. Nasledné byl prefiltrovan supernatant pies uhelon
a centrifugovan pii 14000 g po dobu 25 min pii 4 °C. Supernatant byl vylit a sediment
resuspendovan ve 2 ml roztoku Doyle-Doyle s merkaptoethanolem (v poméru 500:1). Kyvety
byly inkubovany 20 min ve vodni lazni pii teplot¢ 60 °C. Byly pfidany 2 ml smési
chloroform-izoamylalkohol (v poméru 24:1). Nasledn¢ probéhla centrifugace pii 6000 g
po dobu 10 min pii 4 °C. Do mikrozkumavek bylo odebrano po 0,5ml ¢iré vodné faze
z kyvety. Do kazdé 1,5 ml mikrozkumavky byl pfidan 1 ml izopropylalkoholu a byly pfes noc
umistény pii teplot€ —20 °C. Nasledujici den byly mikrozkumavky se vzorky centrifugovany
pii 18000 g po dobu 10 min pii 4 °C. Supernatant byl vylit a sediment byl promyt 1 ml 70%
ethanolu. Nasledn¢ probéhla centrifugace mikrozkumavek pii 18000 g po dobu 10 min
pti 4 °C. Po centrifugaci byl supernatant vylit a vzorky byly ve vakuové odparce SpeedVac
po dobu 30 min a pfi teploté 45 °C.
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4.3 PCR reakce

Pro amplifikace byla ve vSech pfipadech pouzita MyTaq™ DNA Polymerase
(Bioline). Vsechny primery byly syntetizovany firmou GENERI BIOTECH s.r.0. Do reakce
bylo pouzito 50-100 ng celkové DNA.

4.3.1 Detekce fytoplazmy

Ptitomnost fytoplazmy byla detekovana pomoci ‘nested” PCR za pouziti univerzalnich
primeru P1/P7 a R16F2/R16R2 (Deng a Hiruki, 1991; Schneider a kol., 1995; Lee a kol.,
1993). V prvnim kroku (“direct”) dvoukrokové PCR byly pouzity forward primer P1 a reverse
primer P7. Byla pfipravena reak¢éni smés dle poctu analyzovanych vzorkt. Slozeni reakéni
smé&si je uvedeno v Tab. 2. Vzorky byly amplifikovany za podminek uvedenych v Tab. 3.
Produkty PCR byly néasledné nafedény 40% a takto narfedéné PCR produkty byly pouZity jako
templat v nasledné nested” PCR, kdy byl cilovy fragment amplifikovan pomoci forward
primeru R16F2 a reverse primeru R16R2. Byla pfipravena reakéni smés dle poctu
analyzovanych vzorkl. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab.4. Podminky PCR

amplifikace jsou uvedeny v Tab. 3.

4.3.2 Studium genetické variability

Pii studiu genetické variability detekovanych izolatd fytoplazmy ’Candidatus
Phytoplasma mali” byla provedena amplifikace genu pro 16S-23S rRNA s primery P1/P7,
F1/B6 a PLA/P7A (Deng a Hiruki, 1991; Schneider a kol., 1995; Davis a Lee, 1993; Padovan
a kol., 1995; Lee a kol., 2004). V prvnim kroku (‘direct’) dvoukrokové PCR byly pouzity
forward primer P1 a reverse primer P7. Byla pfipravena reakéni smés dle poctu
analyzovanych vzorki.. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab.2. Vzorky byly
amplifikovany za podminek uvedenych v Tab. 3. Produkty PCR byly nasledné natfedény 40x
a takto nafedéné PCR produkty byly pouZzity jako templat v nasledné 'nmested” PCR, kdy byl
cilovy fragment amplifikovan pomoci forward primeru F1 a reverse primeru B6. Byla
pfipravena reakéni smés dle poctu analyzovanych vzorki. SloZeni reakéni smési je uvedeno
v Tab. 4. Podminky PCR amplifikace jsou uvedeny v Tab. 3. PCR produkty P1/P7 byly také
pouzity jako templat v ‘nested” PCR, kdy byl cilovy fragment amplifikovan pomoci forward
primeru P1A a reverse primeru P7A. Byla piipravena reakéni smés dle poctu analyzovanych
vzorku. SloZeni reak¢ni smési je uvedeno v Tab. 4. Podminky PCR amplifikace jsou uvedeny

v Tab. 3.
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U detekovanych izolati fytoplazmy "Candidatus Phytoplasma mali” byla provedena
amplifikace dalSich cilovych geni, a to gend ribosomalni proteiny rpl22-rps3,
nitroreductase-like protein a HfIB proteasu.

Pii amplifikaci genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3 byly pouzity primery
rpAP15f/rpAP15r (Martini a kol., 2008). V jednokrokové PCR byly pouzity forward primer
rpAP15f a reverse primer rpAP15r. Byla pfipravena reakéni smés dle poctu analyzovanych
vzorkl. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 2. Vzorky byly amplifikovany za podminek
uvedenych v Tab. 3.

Pii amplifikaci genu pro nitroreductase-like protein byly pouzity primery AP13/AP10
a AP14/AP15 (Jarausch a kol., 2000; Casati a kol., 2010). V prvnim kroku (‘direct”)
dvoukrokové PCR byly pouzity forward primer AP13 a reverse primer AP10. Byla pfipravena
reakéni smés dle poétu analyzovanych vzorkl. Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 2.
Vzorky byly amplifikovany za podminek uvedenych v Tab. 3. Produkty PCR byly nésledné
nafedény 40x a takto nafedéné PCR produkty byly pouzity jako templat v nasledné nested”
PCR, kdy byl cilovy fragment amplifikovan pomoci forward primeru AP14 a reverse primeru
AP15. Byla pfipravena reakéni smés dle poctu analyzovanych vzorkil. SloZeni reakéni smési
je uvedeno v Tab. 4. Podminky PCR amplifikace jsou uvedeny v Tab. 3.

Pii amplifikaci genu pro HfIB proteasu byly pouzity primery fHfIB3-1/rHfIB3
(Schneider a Seemiiller, 2009). V jednokrokové PCR byly pouzity forward primer fHfIB3-1
areverse primer rHfIB3. Byla pfipravena reak¢éni smés dle poctu analyzovanych vzorku.
Slozeni reak¢éni smési je uvedeno v Tab.2. Vzorky byly amplifikovany za podminek

uvedenych v Tab. 3.
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Tab. 2: Slozeni PCR reakéni smési pro “direkt” PCR

Polozka Koncentrace pracovniho Konec¢na Na 1 test [ul]
roztoku koncentrace
Pufr 5x 1 x 4,00
Deionizovana 13,40
voda
f primer 20 pmol/pl 0,2 uM 0,20
I primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,20
Tag DN,A 5U/ul 1 Ulreakce 0,20
polymeraza
Objem reak¢ni smési 18 ul
Objem vzorku 2 ul
Objem reakce 20 pl
Vysvétlivky: f primer - forward primer (P1, AP13, AP15f, fHfIB3-1)
r primer - reverse primer (P7, AP10, AP15r, rHfIB3)
Tab. 3: Teplotni podminky a ¢asovy profil PCR reakci
Jednotlivé kroky Primery Teplota/ doba | Pocet cykla
Pocatecni denaturace Vsechny 95 °C/ 2 min 1%
AP13/10, AP14/15 95°C/30s
P1/P7, R16F2/R16R2, F1/B6
D ] ’ ’
enalurace PLA/P7A, rpAP15f/rpAP15r, |95 °C/ 1 min
fHfIB3-1/rHfIB3
fHfIB3-1/rHfIB3 48 °C/ 1 min
R16F2/R16R2 50 °C/ 1 min
Nasedani primer F1/B6 50 °C/ 2 min "
Secatll prinett rpAP15f/rpAP15r 55 °C/ 45 s
P1/P7, P1A/PTA 55 °C/ 1 min
AP13/10, AP14/15 58 °C/ 30 s
R16F2/R16R2, AP13/10,
, AP14/15, rpAP15f/rpAP15r, |72 °C/ 1 min
Synteza fHfIB3-1/rHfIB3
P1/P7, F1/B6, P1A/PTA 72 °C/ 3 min
Dosyntetizovani fetézcti | VSechny 72 °C/ 7 min 1x
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Tab. 4: Slozeni PCR reakéni smési pro ‘nested” PCR

Polozka Koncentrace pracovniho Konecna Na 1 test [ul]
roztoku koncentrace
Pufr 5x 1 x 5,00
Delo\rllézgvana 17.30
f primer 20 pmol/pl 0,2 uM 0,25
r primer 20 pmol/pl 0,2 uM 0,25
p-l(;?}?rr?e?léi\a 5 U/ul 1 U/reakce 0,20
Objem reak¢ni smési 23 ul
Objem vzorku 2 ul
Objem reakce 25wl
Vysvétlivky: f primer - forward primer (R16F2, F1, P1A, AP14)
r primer - reverse primer (R16R2, B6, P7A, AP15)
Tab. 5: Sekvence pouzitych primert
. ‘v Velikost PCR
Primer Sekvence (57-3") oroduktu [bp] Reference
gen pro 16S-23S rRNA
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT cca 1800 Deng a Hiruki, 1991;
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Schneider a kol., 1995
R16F2 ACGACTGCTAAGACTGG
RI6R2 | TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG| 641200 Lee a kol., 1993
F1 AAGACGAGGATAACAGTTGG cca 1650 Davis a Lee, 1993
B6 TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG Padovan a kol., 1995
P1A ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC
P7A CCTTCATCGGCTCTTAGTGC cca 1800 Lee a kol., 2004
fu5 CGGCAATGGAGGAAACT Lorenz a kol., 1995
M1 GTCTTTACTGACGCTAGGC Gibb a kol., 1995
gen pro nitroreductase-like protein
AP13 CTACAGATTTCACACATTGG
AP10 TTTTCACAACGTATTCCGCC cca 800 Jarausch a kol., 2000
AP14 CAGATTTCACACATTGGTTAT .
AP15 ATTTTTGTTGTTTTCTACCCAT cca 800 Casati a kol., 2010
gen pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3
rpAP15f AGTGCTGAAGCTAATTTGG -
AP1Sr | TGCTTTTTATAGCAAAAGGTT cca 900 Martini a kol., 2008
gen pro HfIB proteasu
fHfIB3-1 TTCTAGCTATTCATCGTGAA cca 500 Schneider a Seemiiller,
rHfIB3 CGGCGCGATTAGTAGCTCC 2009
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4.4 Vyhodnoceni vysledkii PCR reakce pomoci elektroforetické separace

Uspé$nost PCR reakce byla vyhodnocena elektroforetickou separaci v 1% agarézovém
gelu v TAE pufru. Jeho zasobni roztok byl pfipraven smichanim a naslednym rozehtatim 3 g
agarézy (Agarose I, Amresco®) s300ml TAE (1x) pufru v mikrovinné troubg.
Z ptipraveného zasobniho roztoku agar6zového gelu bylo pouzito 50 ml gelu, do kterého byly
pfidany 3 ul fluorescenéniho barviva GoodView (GoodView ™ Nucleic Acid Stain, SBS
Genetech). Elektroforeticka separace probihala ptiblizn¢ 30—45 min pii stejnosmérném napéti
80 V. Poté byly PCR produkty vizualizovany pomoci UV transluminatoru (G:Box, Syngene)

a dokumentovany programem GeneSnap (Syngene).

4.5 Ildentifikace fytoplazem pomoci RFLP

PCR produkty detekované fytoplazmy byly identifikovany pomoci RFLP analyzy, kdy
byly R16F2/R16R2 produkty Stipany pomoci specifickych restrikénich endonukleaz Rsall,
Msel, Bfml a Sspl. Byla piipravena reakéni smés (Tab. 6, 7) pro dany pocet analyzovanych
vzorku, ta byla rozpipetovana a K reakéni smési bylo ptidano 5 ul PCR produktu. Zkumavky
byly inkubovany pfes noc v termobloku pii 37 °C.

Tab. 6: Slozeni reakéni smési pro RFLP pfi pouziti restrikénich endonukleaz Bfml a Sspl

Polozka Mnozstvi na 1 test
[ud]
RE pufr 10x 1,3
Deionizovana voda 6,5
Restrikéni endonukleaza 0,2
PCR produkt 5

Tab. 7: Slozeni reakéni smési pro RFLP pfi pouZiti restrikénich endonukleaz Rsal, Msel

Polozka MnoZstvi na 1 test
[ud]
RE pufr 10x 1,3
BSA (10x) 1,3
Deionizovana voda 52
Restrikéni endonukleaza 0,2
PCR produkt 5
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Vysledek RFLP byl vyhodnocen pomoci elektroforézy v 2% agardézovém gelu v TAE
pufru a na zdklad¢ zjiSténych profilti byla identifikovana fytoplazma. Jeho zasobni roztok byl
pfipraven smichanim a naslednym rozehiatim 6 g agardzy (Agarose I, Amresco®) s 300 ml
TAE (1%) pufru v mikrovinné troub¢. Z ptipraveného zasobniho roztoku agarézového gelu
bylo pouzito 50 ml gelu, do kterého byly ptfidany 3 pl barviva GelRed (GelRed™ Nucleic
Acid Gel Stain, Biotium). Elektroforeticka separace probihala pti 60 V po dobu ptiblizné
60 min a vysledek byl vizualizovan pomoci UV transluminatoru (G:Box, Syngene)

a dokumentovan programem GeneSnap (Syngene).

4.6 Genotypizace

U identifikovanych fytoplazem byla studovana genetickd variabilita izolath na zékladé
geni pro 16S-23S rRNA, ribosomalni proteiny rpl22-rps3 a nitroreductase-like protein.
Genotypizace byla provedena pomoci restrikéni analyzy se specifickymi restrikénimi
endonukledzami. F1/B6 produkty byly Stipany pomoci restrikéni endonukleazy Hpall,
P1A/P7A produkty pomoci restrikénich endonukleaz Hpall a Faul, rpAP15f/rpAP15r
produkty pomoci restrikéni endonukleazy Alul a AP14/AP15 produkty pomoci restrikénich
endonukleaz Pagl a Hincll. Pro analyzy pomoci jednotlivych restrik¢nich endonukleaz byla
pripravena reakéni smés pro dany pocet analyzovanych vzorkd, ta byla rozpipetovana
a k reakéni smési bylo ptidano 5 ul PCR produktu. Slozeni reakéni smési pii pouziti
restrikénich endonukleaz Hpall, Faul, Hincll a Pagl bylo stejné jako v pfipadé restrikénich
endonukleaz Bfml a Sspl (Tab. 6). Slozeni reakéni smési pii pouziti restrikéni endonukleazy
Alul bylo stejné jako v ptipadé restrikénich endonukleaz Rsal, Msel (Tab. 7). Zkumavky byly
inkubovany pfes noc v termobloku pti 37 °C.

Vysledek restrikéni analyzy se specifickou restrikéni endonukleazou Faul byl
vyhodnocen pomoci elektroforézy v 2% agar6zovém gelu v TAE pufru. Jeho zasobni roztok
byl pfipraven smichanim a naslednym rozehiatim 6 g agar6zy (Agarose I, Amresco®)
s300ml TAE (1x) pufru v mikrovinné troub€. Z piipraveného zéasobniho roztoku
agar6zového gelu bylo pouzito 50 ml gelu, do kterého byly pfidany 3 ul barviva GelRed
(GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, Biotium). Elektroforeticka separace probihala pfi
60 V po dobu ptiblizné 60 min a vysledek byl vizualizovan pomoci UV transluminatoru
(G:Box, Syngene) a dokumentovan programem GeneSnap (Syngene).

Produkty restrikéni analyzy se specifickymi restrikénimi endonukledzami Hpall,

Hincll, Pagl a Alul byly separovany v 8% polyakrylamidovém gelu v TBE pufru. 10 ml 8%
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polyakrylamidového gelu bylo pfipraveno smichanim 5,8 ml destilované vody; 2 ml 5x TBE
pufru; 2ml N,N’-methylen-bis-akrylamidu (roztok 19:1, Serva); 10 pl
N,N,N’,N’-tetramethyletylendiaminu (TEMED) (Serva); 200 ul 10% amonium persulfatu
(APS). Elektroforéza probihala pii 50 V po dobu 90 min. Gel byl nasledné barven v roztoku
barviva GelRed (3,3x) za stalého michani (50 rpm) po dobu 45 min. Vysledek byl
vizualizovan pomoci UV transluminatoru (G:Box, Syngene) a dokumentovan programem

GeneSnap (Syngene).

4.7 lzolace PCR produktu z gelu

PCR produkty urcené pro sekvenovani byly izolovany pomoci komercniho kitu
QIAquick Gel Extraction KIT podle protokolu vyrobce (QIAquick Spin Handbook 07/2002;
QIAGEN, Germany).

PCR produkty byly separovany v 1% agar6zovém gelu s piidavkem 6 pl ethidium
bromidu (10 mg/ml) v prosttedi TAE pufru pii 80 V po dobu 45 min. Za prochazejiciho UV
svétla byl pomoci sterilniho skalpelu vyfiznut PCR produkt. Byl pifiddn QG pufr
v objemovém poméru 3:1. Nasledné byl gel s QG pufrem inkubovan 10 min pti 50 °C.
Ke smési byl pfidan 1 objem isopropanolu. Do kolonky bylo napipetovano maximalné 700 pl
smesi. Byla provedena centrifugace pti 13000 rpm po dobu 1 min. Obsah sbérné zkumavky
byl vylit. Pokud bylo smési vice, krok byl zopakovan. Posléze bylo do kolonky pfidano
500 pl QG pufru. Smés byla centrifugovana pti 13000 rpm po dobu 1 min. Obsah sbérné
zkumavky byl vylit. Do kolonky bylo ptfidano 750 ul PE pufru a byla opétovné
centrifugovana (13000 rpm/1 min). Po vyliti obsahu sbérné zkumavky byla prazdna kolonka
opét centrifugovana (13000 rpm/1 min). Na kolonku bylo naneseno 30 ul destilované vody
a kolonka byla znovu centrifugovana (13000 rpm/1 min).

Koncentrace vyizolované DNA byla stanovena fluorometricky pomoci fluorometru
(Hoefer DyNA Quant 200).

4.8 Sekvenacni znaceni

Byly sekvenovany PCR produkty gent pro 16S-23S rRNA, ribosomalni proteiny
rpl22-rps3, nitroreductase-like protein a HfIB proteasu. V zavislosti na délce analyzovaného
fragmentu bylo pro sekvencni znaceni pouzito rizné mnozstvi templatové DNA (Tab. 8).
V piipadé¢ genu pro 16S-23S rRNA bylo do sekvenacni reakce pouZzito 40 ng templatové
DNA u fragmentu F1/B6 a 50 ng templatové DNA u fragmentu P1A/P7A. Fragment F1/B6
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byl sekvenovan pomoci primerd F1, B6, fU5, M1, R16R2. Fragment P1A/P7A byl
sekvenovan pomoci primerd P1A, P7A, R16F2, R16R2, M1, fUS. V ptipad¢ fragmentu
rpAP15f/rpAP15r genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3 bylo do sekvenaéni reakce
pouzito 35 ng templatové DNA. Fragment rpAP15f/rpAP15r byl sekvenovan pomoci primera
rpAP15f, rpAP15r. Fragment AP14/AP15 genu pro nitroreductase-like protein byl
sekvenovan pomoci primert AP14, AP15, ptficemz do sekvencni rekace bylo pouzito 30 ng
templatové DNA. V piipadé genu pro HfIB proteasu bylo do sekvenaéni reakce pouzito 30 ng
templatové DNA. Fragment fHfIB3-1/rHfIB3 byl sekvenovan pomoci primert fHfIB3-1,
rHfIB3.

Tab. 8: Mnozstvi templatové DNA pro jednotlivé fragmenty gent

MnozZstvi
Sekvenacni primer templatové DNA
[ng]
fragment genu pro 16S-23S rRNA
F1, B6 40
P1A, P7A 50
fragment genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3
rpAP15f, rpAP15r | 35
fragment genu pro nitroreductase-like protein
AP14, AP15 | 30
fragment genu pro HfIB proteasu
fHfIB3-1, rHfIB3 | 30

Sekvenacni znaceni bylo provedeno pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kitu (Applied Biosystems™) podle modifikovaného postupu doporueného
vyrobcem. SloZzeni reakéni smési je uvedeno v Tab. 9. Templatova DNA obsahuje cilové
mnozstvi DNA natfedéné v 6 ul. Podminky sekvenéni reakce jsou uvedeny v Tab. 10.
Samotna sekvenacni analyza byla realizovana pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM

3730 (PE Applied Biosystems, USA) na Ustavu experimentalni botaniky AV CR v Olomouci.

Tab. 9: Slozeni reakéni smési pro sekvencni znaceni

Polozka MnozZstvi na 1 test [pl]
Pufr 10x 1
BigDye 1
Primer (1,6 pmol/ul) 2
Templatova DNA 6
Celkovy objem reakce 10
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Tab. 10: Teplotni podminky a ¢asovy profil PCR reakce pro sekvenéni znaceni

Teplota Doba Pocet cyklu
96 °C 1 min 1%
96 °C 10s
50 °C 5s 35x%
60 °C 4 min
10 °C 10 min 1%

4.9 Analyza sekvenci DNA

Jednotlivé sekvenacni vystupy byly slozeny do konecné sekvence (‘contig”) pomoci
programu Segman (DNASTAR, Lasergene). Jejich identita byla potrvzena porovnanim
se znamymi sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank pomoci programu Blast (BLAST,
http://www.ncbi.nih.gov/BLAST).  Ziskané sekvence byly vzijemné porovnany
se sekvencemi piislusicimi k fytoplazmé proliferace jabloné dostupnymi databazi GenBank.
Pomoci algoritmu ClustalW byly ze ziskanych sekvenci jednotlivych vzorkli vytvofeny
mnohocetné aligmenty. Geneticka variabilita izolath a jejich fylogenetické vztahy byly
nasledné analyzovany pomoci modelu metody neighbor-joining analyzy, bootstrap opakovani
500x%. Ziskany fylogeneticky strom byl vizualizovan pomoci TreeExplorer (vSechny analyzy

Mega 5.05, Tamura a kol., 2011).
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5 Vysledky

S cilem vyhodnotit vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné a zjistit frekvenci vyskytu
latetntich infekci ve dvou sledovanych sadech bylo odebrano po 50 vzorcich v ekologickém
a intenzivnim sadu z jabloné¢ domaci (Malus domestica). V intenzivnim sadu byly navic
vybrany 2 stromy, jelikoz tyto stromy vykazovaly pfiznaky potenciondlné vyvolané
fytoplazmou proliferace jablon¢. Ze vzorku jabloni byla Gspé$né vyizolovana celkova DNA.

Fytoplazma byla pomoci ‘nested” PCR detekovana ve dvanacti vzorcich jabloni,
ve vSech piipadech byly ziskany produkty o¢ekavané velikosti 1200 bp (Obr. 1). Na zaklad¢
restrikéni analyzy pomoci restrikénich endonukledz Bfml, Msel, Rsal a Sspl byla ve vsech
pripadech identifikovana fytoplazma proliferace jabloné¢ (Obr. 2, 3). Deset jabloni
nevykazovalo ptiznaky napadeni fytoplazmou, dvé jabloné¢ vykazovaly ptiznaky, pficemz u
izolatu 4390 byly pozorovany ptiznaky mirné proliferace a izolat 4429 vykazoval atypické

ptiznaky, bylo pozorovano ¢ervenani lista (Tab. 11).
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Obr. 1: Detekce fytoplazmy ve vzorcich jabloni pomoci PCR s primery R16F2/R16R2

Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
4429-4406 - ¢isla vzorki
Blank - negativni kontrola
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Tab. 11: Seznam a lokalizace vzorkd pozitivnich na pfitomnost fytoplazmy proliferace

jablon¢
Cislo vzorku Lokalita odbéru

4429 Intenzivni sad, Kozov

4436 Intenzivni sad, Kozov

4460 Intenzivni sad, Kozov

4389 Ekologicky sad, Kozov

4390 Ekologicky sad, Kozov

4396 Ekologicky sad, Kozov

4397 Ekologicky sad, Kozov

4398 Ekologicky sad, Kozov

4399 Ekologicky sad, Kozov

4400 Ekologicky sad, Kozov

4405 Ekologicky sad, Kozov

4406 Ekologicky sad, Kozov
i e ds el 6 @l el e el i 2l g
> 285332 83%F 38T ]

T e e [
=13 5 B
Rsal Msel Bfml Rsal Msel Bfml

Obr. 2: RFLP profily R16F2/R16R2 produkti izolati fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrikénich endonukleaz Rsal, Msel a Bfml

Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp DNA Ladder, Fermentas
4398-4406 - ¢isla vzorka
K+ - pozitivni kontrola
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Obr. 3: RFLP profily R16F2/R16R2 produktt izolatti fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrikéni endonukleazy Sspl

Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
4429-4406 - ¢isla vzorki

Byla studovana genetickd variabilita izolati na zaklad¢ genotypizace konkrétnich
gentl, a to gentl pro 16S-23S rRNA (Hpall, Faul), ribosomalni proteiny rpl22-rps3 (Alul)
a nitroreductase-like protein (Pagl, Hincll).

Byla provedena analyza genu pro 16S-23S rRNA. U dvanacti vzorkl byl analyzovan
fragment F1/B6. Hpall/RFLP analyzou byl v Sesti ptipadech detekovan profil 1 (Tab. 12),
u ttech ptipadii byl detekovan profil II, ve tfech pfipadech byla zjiSt€éna smésna infekce
(Obr. 4). U 9 vzorka byl analyzovan fragment P1A/P7A. Pomoci Faul/RFLP analyzy byl
ve vSech piipadech detekovan genotyp A (Obr.5). Hpall/RFLP analyzou byl ve Ctyfech
ptipadech detekovan profil I, u tfech pfipadd byl detekovan profil II, ve dvou ptipadech byla
zjisténa smésna infekce (Obr. 6).

U 9 vzorki byl analyzovan fragment AP14/AP15 pomoci RFLP analyzy s pouZitim
restrikénich endonukledz Hincll a Pagl. Analyzou fragmentu genu pro nitroreductase-like
protein bylo zjisténo, Ze tfi izolaty piisluseji k profilu AT-1, u dvou pfipadtd byl detekovan
profil AT-2, u tii ptipadi byl detekovan profil AP15, v jednom pfipadé byla zjisténa smésna
infekce, pfitomnost dvou profila (AP15 + AT-2) ve vzorku (Obr. 7, 8). Gen
nitroreductase-like protein vykazoval nejvyssi variabilitu.

U 9 vzorkl byl studovan fragment rpAP15f/rpAP15r genu pro ribosomalni proteiny
rpl22-rps3. Pomoci AIUI/RFLP analyzy byly izolaty rozd€leny do dvou skupin, v Sesti
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ptipadech byl detekovan profil A a u tfech pifipada byl detekovan profil B (Obr. 9). Vysledky

jsou shrnuty v Tab. 12.

Tab. 12: Geneticka variabilita izolatli na zédklad¢é genotypizace konkrétnich genti

gen pro en pro ribosomalni
gen pro 16S-23S rRNA nitroreductase-like | 5™ P!
. proteiny rpl22-rps3
protein
Tzol4t F1/B6 P1A/P7A | P1A/PTA AP14/AP15 rpAP15f/ rpAP15r
(Hpall) (Faul) (Hpall) (Hincll, Pagl) (Alul)
4429 I A I AP15 A
4436 [+ 11 A I+ 11 AT-1 B
4460 I A I AP15 A
4389 I+ 11 - - AT-1 B
4390 I A I AT-1 B
4396 I A I AT-2 A
4397 I - - - -
4398 I - - - -
4399 I A I - -
4400 I+ 11 A I+ 11 AT-2 A
4405 I A I AP15 + AT-2 A
4406 I A I AP15 A
Vyvétlivky: - nebyl ziskan produkt
5 =] O (=] [} o O ~— (%] =) o vy Yol z
¥ 3§ £ 88 8 8 8 8 83 8 8 8 %
EEEEESESESsSgw
-— - — — —
_ -~
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-
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Obr. 4: RFLP profily F1/B6 produkti izolatd fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti restrikéni
endonukledzy Hpall

Vysvétlivky: Ladder - vlevo Gene Ruler ™ 50bp DNA Ladder, Fermentas
- vpravo Gene Ruler ™ 100bp DNA Ladder, Fermentas

4429-4406 -

¢isla vzorka

I, I, I+11 — oznaceni RFLP profilu
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Obr. 5: RFLP profily P1A/P7A produktd izolati fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrik¢éni endonukleazy Faul

Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
4429-4406 - Cisla vzorki
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Obr. 6: RFLP profily P1A/P7A produkti izolati fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrikéni endonukleazy Hpall

Vysvétlivky: - vlevo Gene Ruler ™ 50bp DNA Ladder, Fermentas
- vpravo Gene Ruler ™ 100bp DNA Ladder, Fermentas

4429-4406 - ¢isla vzorku
I, I, 1+11 — oznaceni RFLP profilu
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Obr. 7: RFLP profily AP14/AP15 produktt izolatd fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrik¢éni endonukleazy Hincll
Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas

4429-4406 - ¢isla vzorkua
AT-1, AT-2, AP15 — oznaceni RFLP profilu
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Obr. 8: RFLP profily AP14/AP15 produkti izolati fytoplazmy proliferace jabloné pii pouziti
restrikéni endonukleazy Pagl

Vysvétlivky: Ladder - Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
4429-4406 - ¢isla vzorka
AT-1, AT-2, AP15 — oznaceni RFLP profilu
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Obr. 9: RFLP profily rpAP15{/rpAP15r produktu izolatd fytoplazmy proliferace jabloné pti
pouziti restrikéni endonukleazy Alul

Vysvétlivky: Ladder - vlevo Gene Ruler ™ 50bp DNA Ladder, Fermentas
- vpravo Gene Ruler ™ 100bp DNA Ladder, Fermentas
4429-4406 - Cisla vzorki
A, B - oznaceni RFLP profilu

Ve vSech dvanacti ptipadech, kdy byla dekovéana fytoplazma proliferace jablong,
byly ziskény sekvence genu pro 16S-23S rRNA pokryvajici témét celou oblast P1/P7 o délce
1580-1675 bp. Jejich porovnanim se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank pomoci
programu Blast byla potvrzena jejich pfislusnost k fytoplazmé proliferace jabloné. VSechny
izolaty vykazovaly vysokou (99%) identitu s referen¢ni sekvenci ‘Candidatus Phytoplasma
mali’, izolat AT (Acc. No. X68375.2) a dalSimi sekvencemi stejného druhu napf. izolaty 6K,
147, 472 (Acc. No. KJ676479.1, EF392656.1, KJ676480.1). V databazi je dostupna sekvence
izolatu fytoplazmy proliferace jabloné "Kozov758", ktera pochazi ze stejné lokality. Ziskané
sekvence P1/P7 vykazovaly 99% identitu se sekvenci izolatu "Kozov758" (Acc. No.
AY900009.1), plivodem z rybizu Cervené¢ho. Podle ocekavani bylo potvrzeno, Ze gen pro
16S-23S rRNA je velmi konzervativni. Bylo zaznamenano minimum zamén. V ziskanych
sekvencich byly detekovany 2 zamény, substituce T za C u izolatd 4390, 4405, 4429, 4436
v pozici 1589 referen¢ni sekvence, u ostatnich 8 izolati tato substituce nebyla, a substituce

Tza C u izolatu 4460 v pozici 1420 referenéni sekvence. Pfi porovnani sekvenci byla
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nalezena charakteristicka S$tépnd mista pro enzym Hpall u izolati 4389, 4396, 4397, 4398,
4399, 4400, 4406, 4460. Rozdéleni bylo v souladu s genotypizaci pomoci RFLP
s restrikénimi endonukleazami Hpall a Faul.

Studované izolaty genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3 vykazovaly vysokou
(99%) identitu s referencni sekvenci ‘Candidatus Phytoplasma mali’, izolat AT (Acc. No.
EF193367.1) a dalsimi sekvencemi stejného druhu napt. izolaty GDel, 149/2010, J4020 (Acc.
No. HG798800.1, IN606866.1, HG798804.1). Podafilo se ziskat cely fragment o odpovidajici
délce. Ziskané izolaty se liSily pfitomnosti inzerce a rozd¢€lily se do dvou skupin, na sekvence
o délce 920 nukleotidi a délce 908 nukleotidl. U izolati 4396, 4400, 4429 a 4460 byla
detekovana inzerce dvanacti nukleotidd v pozici 200-211 referenéni sekvence. Izolaty 4390
a4436 vytvorily druhou skupinu izolath a tato inzerce u nich nebyla detekovana.
Pii porovnani sekvenci byla nalezena charakteristicka $tépna mista pro enzym Alul. Rozdé&leni
bylo v souladu s genotypizaci pomoci RFLP s restrikéni endonukleazou Alul.

Sekvence pokryvajici oblast genu pro nitroreductase-like protein byly ziskany
u deviti z dvanacti izolati, ve vSech pfipadech se podafilo ziskat sekvenci o délce 717 bp.
Ziskané sekvence vykazovaly vysokou (100%) identitu s referen¢ni sekvenci fytoplazmy
‘Candidatus Phytoplasma mali’, izolat AT-2 (Acc. No. JN642113.1) a 99-100% identitu s
dalsimi sekvencemi stejného druhu napf. izolaty J8148, GIP, J4020 (Acc. No. HG423131.1,
HG423133.1, HG798805.1). V analyzovanych sekvencich byly detekovany 3 variabilni
pozice, substituce G za A u izolatu 4406 v pozici 240 referen¢ni sekvence, substituce A za C
u izolati 4396 a 4400 v pozici 340 referencni sekvence a substituce C za G u izolatd 4405,
4406 a 4429 v pozici 376 referencni sekvence. Pii porovnani sekvenci byla nalezena
charakteristicka $t€pna mista pro enzymy Hincll u izolatt 4390, 4396, 4400, 4436 a Pagl u
izolati 4390, 4405, 4406, 4429, 4436. Sekvencni variabilita byla v souladu s variabilitou genu
nitroreductase-like protein zjisténou pomoci RFLP analyzy s restrikénimi endonukleazami
Hincll a Pagl.

Byly ziskany sekvence genu pro HfIB proteasu u deviti z dvanacti izolatd, jejich
délka byla 528 bp. Ziskané sekvence vykazovaly vysokou (99%) identitu s referencni
sekvenci fytoplazmy "Candidatus Phytoplasma mali’, izolat AP-15 (Acc. No. FR863642.1)
a dalsimi sekvencemi stejného druhu, napi. izolaty 2-7, 3-2, 17/93-3.4 (Acc. No.
HEB819342.1, HE819344.1, FN658568.1). Mezi ziskanymi sekvencemi byla zaznamenana
znacna variabilita. Na zaklad¢ fytogenetické analyzy se izolaty vyvétvily do sedmi skupin
(Obr. 10). Jednu vétev, statisticky prukaznou, tvofily bezptiznakové az siln€¢ ptiznakové

izolaty, tato vétev zahrnovala izolaty ptivodem z Némecka a ziskané izolaty 4406, 4429,
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4436. lzolat 4429 vykazoval atypické ptiznaky, bylo pozorovano Cervendni listil, ostatni
izolaty ptiznaky nevykazovaly. Bezptiznakovy izolat 4389 a slabé piiznakovy izolat 4390 se
vyvétvily ve druhé, statisticky prikazné skupin€ spolecné s bezpiiznakovymi a slabé
pfiznakovymi izolaty puvodem z Némecka. Oba izolaty vykazovaly nejvétsi vzajemnou
ptibuznost s mirn¢ virulentnim izoldtem 2-7 (Acc. No. HE819342.1) pivodem z Némecka.
Izolat 4400 tvoftil tfeti samostatnou skupinu. Izolaty 4405 a 4460 se vyvétvily ve étvrté,
statisticky prikazné skupiné spoleéné se stiedné a silné virulentnimi izolaty pivodem
Z Némecka. Patou skupinu tvofily siln€ virulentni izolaty ptivodem z Némecka a Italie, vcetné
referen¢ni sekvence 'Candidatus Phytoplasma mali’, izolat AP15 (Acc. No. FR863642.1)
puvodem z Itdlie a bezptiznakovy izoldt z Némecka. Izolat 4396 se vyvétvil do Sesté,
statisticky prukazné skupiny spoleéné se siln¢ virulentnim izolaitem PM9 (Acc. No.
FM201266.1) puvodem z Némecka. Posledni sedmou skupinu tvofily bezpiiznakové izolaty
puvodem z Némecka a Francie.

Analyzou sekvenci genu pro HfIB proteasu byly u studovanych izolati nalezeny
konkrétni motivy, které jsou spojovany s pifiznakovosti fytoplazmy proliferace jabloné¢ a na
zaklad¢ nich se daji rozdélit izolaty na slabé a silné virulentni, pfipadné latentni infekce.
Jedna se 0 motivy nukleotidové CTT184 a TAA184, vyskytujici se ve vSech sekvencich, které
rozliSuji slab¢ a siln¢ virulentni kmeny. Na jejich zaklad¢é bylo zjisténo, izolaty 4389, 4390,
4396 a 4400 nesou motiv typicky pro slabé virulentni izolaty a izolaty 4405, 4406, 4429,
4436, 4460 nesou motiv typicky pro siln€ virulentni izolaty. Motiv TAA184, vyskytujici se u
slabé virulentnich kmeni, byl u izolatu 4396 podpofen motivem odpovidajicim motivu
TTGCTGC227 na pozici 227-233. Motiv CTT184, vyskytujici se u siln¢ virulentnich kment,
byl navic podepten jednim az tfemi nukleotidovymi markery. U izolatu 4405 byl nalezen
motiv odpovidajici markeru A252, u izolati 4406 a 4429 byl motiv CTT184 podepfen tiemi
dal§imi motivy odpovidajici markerim G215, A367, A377, u izolath 4436 byl nalezen motiv
odpovidajici markeru G215 au izolatu 4460 byl nalezen motiv odpovidajici markeru A252.
Pfitomnost motivii nebyla v souladu s pozorovanymi symptomy, jelikoz izolat 4390, ktery
vykazoval ptiznaky, nesl motiv typicky pro slab& virulentni izolaty. lzolaty 4405, 4406, 4436,

4460 nesouci motiv typicky pro silné virulentni izolaty ptiznaky nevykazovaly.
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Obr. 10: Dendrogram izolati fytoplazmy proliferace jabloné sestaveny na zaklad¢é neighbor
joining analyzy genu pro HfIB proteasu

(Jednotlivé izolaty oznadeny nazvem izolatu, GenBank Acc. No. a zemi ptiivodu [CZ — Ceska

republika, D — Némecko, F — Francie, | — Italie]. Usecka znazoriiuje procento nukleotidovych
substituci, znazornény hodnoty bootstrap > 70.)
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6 Diskuze

‘Candidatus Phytoplasma mali” ("Ca. Phytoplasma mali’) je plvodce fytoplazmy
proliferace jablon¢ (AP), kterd je jednim z nejvyznamnéjSich fytoplazmovych onemocnéni
Vv Evrop¢ (Seemiiller a kol., 2011). V 90. letech minulé¢ho stoleti byl zaznamendn néarust
vyskytu fytoplazmy proliferace jabloné Ceské republice, ktery vedl aZ ke vzniku lokalnich
epidemii (Blazek a kol., 2005; Fialova a kol., 2003; Franova a kol., 2008; Kucerova a kol.,
2005; Navratil akol., 1998). AP se v Ceské republice vyskytuje prevazné ve star§ich
vysadbach, soukromych zahradach, stromotadich a podél cest (Fialova a kol., 2003).

V souboru analyzovanych stromt bylo detekovano vyssi procento vyskytu fytoplazmy
proliferace jablon¢ v sadu v ekologickém systému péstovani (18 %) ve srovnani se sadem
V intenzivnim systému péstovani (5,8 %). Zjistény vyskyt odpovida zjisténim Seemiillera
akol. (1998a) v Némecku, ktefi v nizkointenzivnim sadu detekovali vysoké procento
(72,6 %) stromd infikovanych fytoplazmou proliferace jabloné ve srovnani se sadem
ve vysokointenzivnim systému péstovani. Autoti pripsali rozdily rozdilné aplikaci insekticidt
v porovnavanych sadech. Da se piedpokladat, Ze i na lokalitich pozorovanych v Ceské
republice je situace obdobnd, 1 kdyz v ptipad€ sledovaného ekologického sadu je vyskyt
fytoplazmy proliferace jabloné ovlivnén i1 vyrazné vysSim stafim vysadby. Se zvySujicim
se po¢tem nizkointenzivnich sadd v okrajovych péstitelskych oblastech jabloni a sadi
s organickou produkci 1ze oéekavat zmény ve vyskytu fytoplazmy proliferace jabloné v Ceské
republice (Fialova a kol., 2003). Ziskané udaje o vyskytu fytoplazmy proliferace jabloné
Vv intenzivnim a ekologickém sadu tuto domnénku potvrzuji, zejména z divodu delSiho
vyskytu vektora, mery Cacopsylla picta, v sadu (Opatikova, 2016; Safatové a kol., 2016b).

Analyzou genetické variability 16S-23S rDNA bylo zjisténo, ze izolaty fytoplazmy
proliferace jabloné detekované v Ceské republice nejéastdji prisluseji k profilu P-I, méng
se vyskytoval profil P-II, stejné jako smésné infekce. Vysledky se shodovaly s Hpall/RFLP
analyzou izolatd fytoplazmy proliferace jabloné z Ceské republiky (Franova a kol., 2013).
Smésna infekce byla jiz difve zaznamenana nejen v Ceské republice (Franova a kol., 2013),
ale také v Mad’arsku (Paltrinieri a kol., 2010).

Na zaklad¢ variability dalsich genti nalezelo Sest detekovanych izolati do podskupiny
rpX-A, genotypu AP15 a AT-2, a tii izolaty do podskupiny rpX-B, genotypu AT-1. Zjisténa
variabilita odpovidala diiv&jsi studii provedené v Ceské republice (Franova a kol., 2013).

Pozorovani ukazuji sporadicky vyskyt podtypu AT-1 na Morave, i kdyz nepotvrzuji jeho
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vyrazné Castéjsi nalez, ktery byl pfedpokladan Franovou a kol. (2013) v souvislosti s tim,
ze se jedna o oblast s primérnou vyssi teplotou.

Molekularni analyzy genu pro HfIB protecasu ATP00464 kment fytoplazmy
proliferace jablon¢ odhalily sekvenéni polymorfismy v ramci tohoto taxonu (Schneider
a Seemiiller, 2009), znacna sekven¢ni variabilita byla zaznamendna i v této praci. Bylo
publikovano, Ze ve fragmentech genu pro HfIB proteasu jsou konkrétni motivy, které
souviseji S priznakovosti fytoplazmy proliferace jablon¢ a na zakladé nich se daji rozd¢lit
izolaty naslab¢ a silné virulentni, pfipadné latentni infekce (Seemiiller a kol., 2011).
Na zakladé téchto motivi bylo zjisténo, Ze pét izolatld nese motiv typicky pro silné virulentni
izolaty a Ctyfi nesou motiv typicky pro slabé virulentni izolaty. Pfitomnost motivii nebyla
v souladu s pozorovanymi symptomy, jelikoz izolat 4390, ktery vykazoval ptiznaky, nesl
motiv typicky pro slabé virulentni izolaty. lzolaty 4405, 4406, 4436, 4460 nesouci motiv
typicky pro siln¢ virulentni izolaty pfiznaky nevykazovaly. V ekologickém sadu v disledku
velmi silného profezavani a také s ohledem na staii sadu nemusi byt ptiznaky patrné, kdezto
V intenzivnim sadu by mély byt pfiznaky viditelné. Je mozné, Ze tyto motivy nejsou tak
spolehlivé pro rozdéleni izolath na slabé a siln€ virulentni. Je tfeba vénovat vétsi pozornost

této problematice a dale studovat vice izolata.
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7 Zavér

V ramci své bakalaiské prace jsem se vénovala molekularné-genetické charakterizaci

fytoplazmy proliferace jabloné, o které jsem vypracovala literarni reSersi, ve které jsem

shrnula soucasné poznatky o biologii a genetické variabilit¢ tohoto patogena.

V experimentalni ¢asti jsem analyzovala vybrany soubor jabloni (r. Malus) s cilem vyhodnotit

vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné, zjistit frekvenci vyskytu latentnich infekei a popsat

genetickou variabilitu ziskanych izolat fytoplazmy proliferace jablong.

Porovnala jsem vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné ve dvou sadech, které byly
udrzovany v odlisSnych systémech péstovani. V souboru 102 testovanych stromt, 50
pivodem z ekologického a 52 zintenzivniho sadu, jsem detekovala piitomnost
fytoplazmy fytoplazma proliferace jablon¢, "Candidatus Phytoplasma mali” (skupina
16SrX-A) u dvanacti z nich. Deset jabloni nevykazovalo pfiznaky napadeni fytoplazmou,
dvé jabloné vykazovaly ptiznaky, ptfi€¢emz u izolatu 4390 byly pozorovany ptiznaky mirné
proliferace a izolat 4429 vykazoval atypické ptiznaky, bylo pozorovano ¢ervenani listi.
Vyskyt napadenych stromd byl niz$i vsadu Vintenzivnim zpisobu péstovani.
V intenzivnim sadu bylo detekovano 5,8 % piipadt a v ekologickém sadu 18 % piipadu.
Rozdily mohou byt zplisobeny rozdilnou aplikaci insekticidi v porovnavanych sadech,
v ptipadé ekologického sadu je vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné ovlivnén i vyrazné
vy$§im stafim vysadby.

Analyzou genetické variability izolatli fytoplazmy proliferace jabloné jsem potvrdila
konzervativnost genu pro 16S rRNA, vSechny izolaty vykazovaly 99% identitu
s 16S rDNA sekvencemi fytoplazmy proliferace jabloné dostupnymi v databazi GenBank.
Genotypizaci izolatd fytoplazmy proliferace jabloné bylo zjisténo prevladani profilu A+1
genu pro 16S-23S rRNA a profilu A genu pro ribosomalni proteiny rpl22-rps3.

Vyssi variabilita byla detekovana v ptipadé genu pro nitroreductase-like protein, kdy byly
zaznamenany izolaty genotypa AT-1, AT-2 a AP15.

Smésné infekce, pfitomnost obou dvou profild P-1 a P-11 ve vzorku, byly detekovany u
izolatu 4436 pochazejiciho z intenzivniho sadu a u izolati 4389 a 4400 pochézejicich
z ekologického sadu. Smeésna infekce byla detekovana rovnéz u izolatu 4405
pochézejiciho z ekologického sadu, kdy byla zjisténa pfitomnost dvou genotypt AP15
a AT-2 ve vzorku.

Fylogeneticka analyza genu pro HfIB proteasu potvrdila vysokou variabilitu studovanych
izolath fytoplazmy proliferace jabloné.
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e U izolati 4405, 4406, 4429, 4436, 4460 byl detekovan motiv typicky pro siln¢ virulentni
izolaty a u izolata 4389, 4390, 4396, 4400 byl detekovan motiv typicky pro slabé
virulentni izolaty. Pfitomnost motivti nebyla v souladu s pozorovanymi symptomy, jelikoz
izolat 4390, ktery vykazoval pfiznaky, nesl motiv typicky pro slabé virulentni izolaty.
Izolaty 4405, 4406, 4436, 4460 nesouci motiv typicky pro silné€ virulentni izolaty pfiznaky
nevykazovaly.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AP Apple Proliferation Phytoplasma (fytoplazma proliferace jablon¢)

CABI Centre for Agriculture and Biosciences International

IRPCM International Research Programme on Comparative Mycopathology

MLOs mycoplasma-like organisms (organismy podobné mykoplazmatiim)

SSCP single strand conformation polymorphism (polymorfismus konformace
jednovldknové DNA)

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

TBE Tris borate EDTA buffer (Tris-boratovy EDTA pufr)
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