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Souhrn

Fytoplazmy jsou bakteridlni paraziti zplsobujici mnoho ekonomicky vyznamnych
rostlinnych chorob. Rostliny jsou infikovany prostfednictvim hmyzich vektort. Fytoplazmy,
jakozto intrabunééni paraziti, osidluji sitkovice rostlin a zabranuji tak transportu zivin, coz
zpuisobuje vznik riznych symptomt u rostlin. Vyvoj taxonomie fytoplazem vyznamné
posunulo vyuziti konzervovaného ribozomalniho genu 16S rRNA pii molekularnich
analyzach.

Cilem prace bylo charakterizovat a identifikovat fytoplazmy napadajici plevele na jizni
Moravé se zaméfenim na skupinu Zloutenky jilmu (16SrV). Druhy skupiny 16SrV jsou
rozsifeny predevSim v severni Americe a Evropé. Infikuji hlavné dfeviny, pfipadné kete,
u kterych zpusobuji zZloutenku a odumirani. Hlavnim zastupcem skupiny je druh “Candidatus
Phytoplasma ulmi’, ktery infikuje zejména jilmy. Za hlavni vektor v Evrop& se povazuje
Macropsis mendax, v Severni Americe je to Scaphoideus luteolus.

V experimentdlni ¢asti prace byly pomoci molekularnich metod analyzovany dva
vzorky DNA izolované z pchace osetu (Cirsium arvense (L.) Scop.) a svlacce rolniho
(Convolvulus arvensis L.). Vysledky ziskané sekvencovanim useku R16F2/R16R2 sekvence
genu 16S rRNA potvrdily ptitomnost fytoplazmy "Candidatus Phytoplasma mali” (16SrX-A)

u vzorku z pchace a “Candidatus Phytoplasma solani” (16SrXII-A) u vzorku ze svlacce.



Summary

Phytoplasmas are bacterial parasites causing many economically important plant
diseases. Plants are infected by insect vectors. Phytoplasmas, intracellular parasites, inhabit
sieve tubes in plants and prevent the transport of nutrients, causing the formation of different
symptoms in plants. Development of phytoplasmas taxonomy shifted the use of conserved
ribosomal 16S rRNA gene for molecular analyzes significantly.

The aim was characterization and identification of phytoplasmas infecting weeds
in south Moravia, focusing on a group of elm yellows (16SrV). Types of groups 16SrV are
spread mainly in North America and Europe. They infect mainly trees or shrubs, for which
they cause yellows and death. The main representative of the group is a kind of 'Candidatus
phytoplasma ulmi’, which mainly infects elms. Macropsis mendax is considered as the main
vector in Europe, Scaphoideus luteolus in the North America.

In the experimental part of this work two samples of DNA isolated from creeping thistle
(Cirsium arvense (L.) Scop.) and bindweed (Convolvulus arvensis L.) were analyzed
by molecular methods. The results obtained by sequencing section R16F2/R16R2 16S rRNA
gene sequences confirmed the presence of phytoplasma 'Candidatus phytoplasma mali'
(16SrX-A) in the sample of the creeping thistle and 'Candidatus phytoplasma solani'
(16SrXI11-A) in the sample of the convolvulus.
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1. Cile prace

Cilem ptedlozené bakaléatské prace bylo:
- Shromazdéni dostupné literatury a vypracovani literarni reSerSe na téma
molekularné-biologicka charakteristika fytoplazem ze skupiny Zloutenky jilmu

(16SrV) infikujicich plevele na jizni Morave.

- Molekulérni analyza fytoplazmové DNA vybranych izolati fytoplazem z plevela -
amplifikace vybranych segmentt 16S rDNA (16SrV), jejich multiplikace v pGEM-T
plazmidu a sekvencovani (ABI PRISM 3730).

- Fylogeneticka analyza parcialnich sekvenci 16S rDNA fytoplazem ze skupiny EIm
yellows (16SrV) z GenBank a sekvenci ziskanych z plevelt béhem experimentalni
¢asti prace (BLAST, iPhyClassifier, MEGA).



2. Uvod

Predlozena bakaldiska prace se V teoretické cCasti zabyva biologicko-molekularni
charakteristikou fytoplazem Zloutenky jilmu (EY) vyskytujicich se na plevelech na jizni
Morav¢ a jejich identifikaci dle dostupnych detek¢nich metod.

Fytoplazmy, dfive (nespravné) oznacované jako Mycoplasma-like organisms (MLOs),
byly poprvé objeveny ve floému rostlin vykazujicich Zloutenky v roce 1967 (Doi et al., 1967).
Pti transmisni elektronové mikroskopii se jevily jako kulaté az vlaknité buiiky o priméru 200-
800 nm (IRPCM, 2004). Buné¢né membrany fytoplazem "Candidatus” jsou odolné vuci
digitoninu a citlivé na hypotonické solné roztoky (Lim et al., 1992). Piezivaji a mnozi
se pouze V hypertonickém prostiedi. Mohou se mnozit pucenim, piehradecnym délenim
a fragmentaci vlaken (Seemiiller et al., 2004).

Jedna se o prokaryotni, intrabunééné, nehelikalni parazity zijici v sitkovicich floému
rostlin a tkanich hmyzich vektort, kde pieZivaji a zarovei se mnozi. Radime je do oddéleni
Tenericutes, do tfidy Mollicutes, rodu Phytoplasma (Schneider et al., 1993). Na rozdil
od jinych bakterii jejich buniky postradaji pevnou bunéénou sténu a jsou obaleny pouze
jednotkovou plazmatickou membranou. Tyto fytopatogenni, grampozitivni, obligatni bakterie
zpusobuji n€kolik stovek ekonomicky vyznamnych rostlinnych chorob, vyskytuji se po celém
svéteé a zaujimaji rozmanité ekologické niky. Jejich negativni plisobeni ma velky dopad
na péstovani kulturnich plodin, protoze zptsobuji znatelné poklesy kvality a mnozstvi Grody.

Studium fytoplazem ztézuji jejich specifické Zzivotni naroky, které neumoznuji
kultivaci in vitro, nelze je pfenaset mechanicky rostlinou ,,$tavou” ani semenem. Ptenos je
mozny jedin€ charakteristickymi hmyzimi vektory, parazitickymi rostlinami (pomoci
haustorii) a vegetativnimi ¢astmi rostlin. Infekce se projevuje rozlicnymi ptiznaky, jako napf.
chlorodza, proliferace, virescence, deformace listt, celkova zakrslost rostliny.

Nejrozsifenéjsi detekce a identifikace fytoplazem je zalozena na polymerazové
fetézové reakci (PCR), na délkovém polymorfismu restrikénich fragmentd (RFLP analyza)
a na sekvencovani vybranych usekt fytoplazmové DNA. VySe jmenované molekularni
metody byly pouzity i v této praci K analyze izolati fytoplazem z pleveldl, rostoucich na jizni
Moravé, véetné fylogenetické analyzy parcialnich sekvenci ribozomalni 16S rDNA a pouziti
specializovaného software 1PhyClassifier.

Na tizemi Ceské republiky probihd od roku 1995 vyzkum zabyvajici se detekci,
identifikaci a epidemiologickycmi aspekty fytoplazem v riznych hostitelskych rostlinach,

véetné plevelti. Bakalarska prace Flidra (2010) naznacila pfitomnost fytoplazmy elm yellows



ve vzorcich plevell z jizni Moravy. Piedlozena prace ma proto za cil shromazdit informace
0 vyskytu a molekularni variabilité fytoplazem skupiny Elm yellows (16SrV) a dale pomoci
molekularnich metod detekovat a identifikovat fytoplazmy ve vybranych vzorcich pleveli,
vykazujicich symptomy napadeni fytoplazmou, a rozsifit tak poznatky o vyskytu fytoplazem

na Ceském uzemi.



3. Literarni piehled

3.1. Fytoplazmy jako patogeny

Trivialni nazev ,,fytoplazma“ byl pfijat jako spolecny nazev pro nehelikalni prokaryota
bez bunécné stény, ktera osidluji floém rostlin a tkan¢ hmyzich vektort.

Duikaz, ze nekteré rostlinné choroby jsou spojeny s kolonizaci prokaryot ve floému,
které se morfologicky podobaji mykoplazmatim, byl poprvé podan v praci Doi et al. (1967).
Do roku 1967 byl vSak tento patogen povazovan za virus, protoze jej nebylo mozné kultivovat
a proSel bakterialnim filtrem (Doi et al., 1967). Od té doby bylo S témito organismy spojeno
jiz n€kolik set rostlinnych chorob (McCoy et al., 1989; Seemiiller et al., 1998).

Fytoplazmy pravdépodobné vznikly z gramnegativniho bakteridlniho ptedka z rodu
Lactobacillus podobného Clostridium, jejichz genom obsahuje nizkou hladinu guaninu
a cytosinu (GCC) (Weisburg et al., 1989). Celkové fylogenetické analyzy genu 16S rRNA
arp genovych sekvenci operonu ukazaly, Ze fytoplazmy tvofi velkou diskrétni
monofyletickou skupinu v ramci rozsitené skupiny Anaeroplasma (Gundersen et al., 1994).
Fytoplazmicka skupina je parafyleticka vici druhu Acholeplasma, coz jsou nejbliz§i znami
ptibuzni fytoplazem (Lee et al., 2007). Na zakladé RFLP analyz PCR-produkti useku
konzervativniho genu 16Sr RNA bylo rozliSeno celkem 14 hlavnich 16Sr DNA skupin
(I-XIV) a 32 podskupin (a-f). Pomoci kombinace RFLP analyzy sekvenci genu
pro 16S rRNA a sekvenci genu pro ribozomalni protein pak bylo v ramci 14 skupin rozliseno
dal$ich 46 podskupin. (Lee et al., 1998a).

Pfed rozvojem molekularné-detekénich metod bylo velmi tézké fytoplazmy jakkoliv
charakterizovat kvuli jejich neschopnosti riist v podminkach in vitro. Hlavni problém vyiesily
rRNA genové sekvence, diky kterym byly fytoplazmy, jiné nez spiroplazmy zafazeny do tiidy
Mollicutes jako samostatna monofyleticka skupina (Lim et Sears, 1989; Kuske et Kirkpatrick,
1992; Sears et Kirkpatrick, 1994).

Postupné bylo zjisténo, ze tyto organismy jsou mnohem rozmanitéjsi, nez se ptuvodné
predpokladalo. Mnohé maji celosvétovy vyskyt (Lee et al., 1994), n€které jsou omezeny
na urcity kontinent ¢i konkrétni zemépisné oblasti. Napt. fytoplazmy ze skupiny Ash yellows
group (SrVII), Clover proliferation group (SrVI) a vétSina X-disease (Srlll) jsou
pravdépodobné omezeny na americky kontinent ¢i zapadni polokouli, zatimco fytoplazmy

skupiny Peanut witches’-broom group (Srll) a Rice yellow dwarf group (SrXI)
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na jihovychodni region a Apple proliferation group (SrX) a Stolbur (SrXII-A) na evropsky
kontinent (Lee et al., 1992).

3.1.1. Metody studia fytoplazem

Technicky rozvoj molekularnich metod vyznamné ovlivnil moznosti detekce
fytoplazem. Fytoplazmy mohou byt identifikovany mnoha postupy, a to od detekce
bakterialnich bunék az po detailni rozbor fytoplazmové DNA (Franova, 2008).

- Fluorescen¢ni mikroskopie

- Elektronova mikroskopie (EM)

- Polymerazova fetézova reakce a real-time PCR

- Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP)
- Stanoveni sekvence DNA

- Sérologické metody

3.1.2. Genom fytoplazem

Velikost genomu se pohybuje od 530 kbp do 13 bp (Neimark et Kirkpatrick 1993;
Marcone et al., 1999). Zastupci rodu ‘Ca. Phytoplasma’ pouzivaji kodon UGA jako stop
kodon, nikoliv jako kodon tryptofanu (Lim et Sears 1991; Toth et al., 1994). Vyznamna je
I skute¢nost, Ze u fytoplazem byly objeveny repetitivni a mobilni elementy, které jsou z 23 %
organizovany do tzv. potencidlni mobilnich jednotek podilejicich se na variabilité
metabolickych i nemetabolickych drahach (Bai et al., 2006). Zastupci Mollicutes obsahuji
jednu kruhovou dvouvlaknovou chromozomalni DNA molekulu (Neimark et Kirkpatrick,
1993). Obsah GCC v DNA se odhaduje na 23 - 29 % (Kollar et Seemiiller, 1989).

Snizeni velikosti genomu a divergence genomické slozitosti Mollicutes mutze byt
dusledkem rozdilnych ztrat genti béhem evoluce. Zda se, ze u Mollicutes, véetné fytoplazem,
doSlo ke ztrat¢ genli kodujici syntézu makromolekul prekurzort, jako jsou komponenty
bunééné stény, aminokyseliny, vitaminy i dlouhé fetézce mastnych kyselin (Razin et al.,
1998).

V ramci taxonomie fytoplazem byla v roce 2004 navrzena a schvélena pravidla, podle
kterych je mozné navrhnout konkrétni druhy fytoplazem a pfifadit k nim docasné oznaceni

druhu "Candidatus Phytoplasma” (viz Tab. ¢. 1).
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‘Ca. Phytoplasma” ma charakteristickou oligonukleotidovou sekvenci jedinecné
oblasti genu 16S rRNA a to CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT (IRPCM, 2004).
Provizorni klasifikace je zalozena na piibuzenské sekvenci konzervativniho ribozomalniho
genu 16S rRNA. Druh je krom¢ sekvence definovan také podle okruhu hostitelti, zpisobu
vektorového prenosu a geografického rozsiteni. V roce 2004 bylo na zéklad¢ téchto pravidel
rozliSeno, dle molekularni analyzy sekvence 16S rDNA, 15 skupin fytoplazem a ke kazdé
skuping byl ptifazen provizorni, charakteristicky, referencni izolat. Podle ptibuznosti sekvenci
izolati byly ke skupindm piifazeny dals§i druhy fytoplazem. Sekvence byly setfazeny
v dendrogramu do skupin, které sdili 97 - 95 % a vice shodné sekvence (IRPCM, 2004).

Specificky nukleotidovy zaznam, ktery je charakteristicky pro "Ca. Phytoplasma’, je
na pozici adenin - 242, thymin - 286 a thymin - 1247 (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/
m30790).

Podrobna pravidla, podle kterych je mozné navrhovat konkrétni druhy fytoplazem

a pritazovat k nim jednotlivé izolaty, jsou popsany v ¢lanku IRPCM (2004).

Tab. €. 1: Piehled fylogenetickych skupin fytoplazem a jejich referen¢nich izolatt
(IRPCM, 2004, upraveno)

Fylogeneticka skupina Ozna?em’ Druh "Candidatus Phytoplasma’ GenBank
skupiny Ac. No
16Sr T
Aster yellows group 16Srl ‘Ca. Phytoplasma asteris' M30790
‘Ca. Phytoplasma japonicum' AB010425
Peanut witches’- broom group 16Srll ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia' U15442
X-disease group 16Srll| 'Ca. Phytoplasma pruni' * L 04682
16SrlvV 'Ca. Phytoplasma palmae' * u18747
Coconut lethal yellowing group ]
‘Ca. Phytoplasma cocostanzaniae' ** X80117
'Ca. Phytoplasma cocosnigeriae' ** Y14175
'Ca. Phytoplasma castaneae' AB055986
16Srv 'Ca. Phytoplasma ziziphi' AY072722
Elm yellows group .
'Ca. Phytoplasma vitis' * AF176319
'Ca. Phytoplasma ulmi' AF122910
Clover proliferation group 16SrVI 'Ca. Phytoplasma trifolii’ AY390261
Ash yellows group 16SrVII 'Ca. Phytoplasma fraxini' AF092209
Loofah witches’- broom group 16SrVIII 'Ca. Phytoplasma luffae' * AF086621
Pigeon pea witches -broom group 16SrIX 'Ca. Phytoplasma phoenicium' AF515636
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Tab. ¢. 1: Pokradovani

Fylogeneticka skupina Ozna?eni Druh "Candidatus Phytoplasma’ GenBank
skupiny Ac. No.
16Sr
16SrX 'Ca. Phytoplasma mali' AJ542541
Apple proliferation group 'Ca. Phytoplasma pyri' AJ542543
'Ca. Phytoplasma prunorum' AJ542544
‘Ca. Phytoplasma spartii' X92869
‘Ca. Phytoplasma rhamni' X76431
‘Ca. Phytoplasma allocasuarinae’ AY 135523
Rice yellow dwarf group 16SrXI 'Ca. Phytoplasma oryzae' D12581
Stolbur group 16SrX11 'Ca. Phytoplasma australiense' L 76865
'Ca. Phytoplasma solani' * AF248959
BGWL group 16SrX1V 'Ca. Phytoplasma cynodontis' AJ550984
‘Ca. Phytoplasma brasiliense' group | 16SrXV 'Ca. Phytoplasma brasiliense’ AF147708

* nazvy druht fytoplazem navrzeny na 10. International Congress of the International Organization of
Mycoplasmology v Bordeaux v roce 1994, prozatim ale nebyly uznany jako formalni

** nazvy navrzené na IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team at the XIV International
Congress Organization of Mycoplasmology ve Vidni roku 2002 a prozatim nejsou uznany jako formalni

3.2. Skupina Elm yellows (EY)

EY poprvé detailné popsal Swingl v roce 1938 (Swingl, 1938 v Herath et al., 2010),
ktera byla objevena jiz v roce 1882 v idoli feky Ohio (Baker, 1948). V CR byl EY poprvé
ohlasen v 70. letech (Bojnansky, 1969).

Hostitelskymi rostlinami fytoplazmy EY v Severni Americe jsou pouze jilmy, vcetné
jejich prirozenych hybridnich druhtt Ulmus. americana, U. rubra, U. alata, U. serotina a U.
crassifolia a dalsi. Nejcitlivgjsi druh jilmu je U. americana, ktery po infekci velice rychle
odumira. V Evropé jsou nachazeny infikované stromy druha U. minor, U. pumila a U. glabra
(Navratil et al., 2004). Americké druhy jilma, kromé EY, infikuji i fytoplazmy lIllinois EY
(16SrV1) a aster yellows (16Srl) (Jacobs et Lee, 2003). Nové byla v Italii zjisténa také
na piibuzném druhu zelkové pilovité (Murolo et Romanazzi, 2008).

Fytoplazmy EY group jsou spojovany nejen s vaznym onemocnénim jilmu, ale také
révy vinné, ostruziniku, maliniku, tfesnég, olSe, broskvon¢é a mnoha dalSich rostlinnych druhii
v Americe, Evropé a Asii (Lee et al., 2004). Zatim neni znama rezistence vici EY u jilmu,
vyjimkou je vSak komplexni hybrid jilm Homestead (Sinclair et al., 2000).

V ramci této prace byla vytvofena tabulka ze sekvenci izolath EY uvedenych

Vv soucasné dobé v GenBank (viz pfiloha, Tab. ¢. 22).
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Fytoplazmy spojované s EY jsou pfevazné ¢leny tzv. 16SrV-A podskupiny, podle
klasifikace zalozené na molekularni analyze genu 16S rDNA a ribozomdlnich proteinovych

sekvenci (Lee et al., 2004).

3.2.1. Elm yellows

Fytoplazma elm yellows je referen¢ni druh Elm yellows group (16SrV). V USA
zpusobuje odumirani jilma, a jeji vyskyt byl plivodné zaznamenan kromé USA 1 v Kanadé¢.
V Evropé¢ byly jiz v minulosti na jilmech pozorovany pfiznaky fytoplazmatického
onemocnéni, které sice ma mirnéjsi pribéh nez v Americe, nicméné pomoci molekularnich
metod byla prokézana jako ptivodce stejna fytoplazma. Jeji pritomnost byla doposud zjisténa
v Italii, Francii, Némecku a Srbsku. V Ceské republice sice byly nalezeny ojedinélé stromy
S ptiznaky fytoplazmatické infekce, presny druh fytoplazmy vSak zatim nebyl jednoznaéné
uréen, nebot’ dostupnymi detek¢nimi metodami nebylo jednoznacné potvrzeno, zda se jedna
ptimo o fytoplazmu Zloutenky jilmu nebo o jiny, blizce piibuzny druh fytoplazmy (Kapitola
etal., 2011).

K hlavnim pfiznakiim napadeni americkych druhl jilml patfi Zloutnuti, svinovani
a predcasny opad listd, bud’ na celé korunég, nebo jen na jednotlivych vétvich. K ptiznakiim
na evropskych druzich patii predev§im epinastie, Zloutnuti, malolistost a pfedcasny opad listl
a metlovitost vétvi a kofend. Rozdilny pribéh onemocnéni jilmi v Americe a Evropé
se ptivodné pfipisoval odliSné patogenité mistnich kmend fytoplazmy, molekularnimi
analyzami se vSak prozatim rozdil mezi americkymi a evropskymi kmeny nepodafilo
jednoznaéné potvrdit. Rozdil v intenzit¢ onemocnéni je tedy spiSe dan odliSnou reakci
americkych a evropskych druhli jilmi na napadeni fytoplazmou. Hlavnim pienaSecem
fytoplazmy je v Americe Scaphoideus luteolus. V Evropé byl potvrzen pienos prstenovkou
Macropsis mendax, k moznym pienasecum patii pénodéjka obecna (Philaenus spumarius)
a kriskem Allygidius atomarius. Fytoplazma zloutenky jilmu byla diive oznacovana také jako
Elm yellows phytoplasma a nyni je nové zafazena do systému pod platnym nazvem 'Ca.
Phytoplasma ulmi’. Patogen je zafazen mezi karanténni SO pro EU (smérnice Rady
2000/29/ES, vyhlaska €. 215/2008 Sb.), a to pod svym jinym star§Sim nazvem Elm phloem
necrosis mycoplasm. Na seznamu EPPO Al je uveden jak patogen, tak jeho hlavni pfenasec

Scaphoideus luteolus (Insecta: Hemiptera: Cicadellidae). (Kapitola et al., 2011).
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3.2.2. Variabilita fytoplazem skupiny EY

Pro 'Ca. Phytoplasma ulmi’, hlavniho zastupce skupiny 16SrV, jsou typické jeji
unikatni sekvence. Na jejich zékladé¢ se provadéji dikladnéjsi analyzy a identifikace
fytoplazem (viz Tab. ¢. 3). Vramci Kklasifikace podle Lee et al. (1998b) je zafazena
do V. skupiny.

Tab. ¢. 3: Typické unikatni sekvence 'Ca. Phytoplasma ulmi' (Lee et al., 2004)

Nazev

oblasti Sekvence Pozice

16S rRNA 5"-GGAAA-3’ 327-835
5’-CGTTAGTTGCC-3’ 1098-1108

rpl22-rps3 5-TTACGCTTGCC-3" 284-294

5-CATTTAAAAAATTGCTATT-3’ 739-758

S"-AAATTCTATTTCTATGGGAAT-3"| 910-932

SecY 5-TTTGATCCAATGTTAA-3’ 350-365

5- GTCTTTCGGTCATGGATTGA-3" | 595-614

S"-ATTTAGTCTAAT-3’ 616627
5’-CAAATAGAACAA-3’ 1053-1064

Vzhledem k tomu, Ze analyza sekvenci genu 16S rRNA nebyla dostacujici K postizeni
variability v ramci skupiny EY, byla proto geneticka variabilita dale stanovena na zakladé
dalsich dvou konzervativnich gent, secY a ribozomalniho proteinového operonu (rp).
Pro detailngjsi kmenovou diferenciaci byly porovnany genové sekvence 16Sr RNA a rp
ziskané analyzou RFLP. Profily byly ziskany §tépenim pomoci restrikénich enzymt Rsal,
Hpall, Tsp509I a Bfal, které odlisily ¢tyfi rozdilné podskupiny (16SrV-A, 16SrV-B, 16SrV-
C, 16SrV-E). Dalsi podskupina 16SrV-D byla rozpoznana na zakladé unikatniho Taql
restrikéniho mista, ktery je pfitomny u kmene FD-D. Dalsi profily ziskané restrikénimi
enzymy Msel, Tsp5091, Alul, Tagl, Haelll, Hpall, Hhal, Dral a Sspl rozlisily uvniti skupiny
EY 12 riznych ribozomaln€ proteinovych podskupin. Analyza restrikénich map secY
vymezila 13 podskupin, z nichz 12 se shodovalo s jejich korespondujici skupinou rp.
Na zaklad€ analyzy 16S rRNA genu, byla podobnost mezi ¢leny vysoké a pohybovala se mezi
98,6 - 99 %. VEtsi heterogenita byla zjisténa pii analyzach rp asecY u nichz se primérna
sekven¢ni podobnost pohybovala mezi 94,2 - 97,4 % (rp) a 83,2 - 91,2 % (secY) (Lee et al.,
2004).
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Tab. €. 2: Onemocnéni, ptivod a rozdéleni referencnich izolath ve skupiné EY
(16SrV) na zakladé RFLP analyz 16S rRNA a gent rp a secY (podle Lee et al., 2004)

Klasifikace
Kmen Onemocnéni/hostitel Hmyzi vektor | Puvod podskupin na
zakladé RFLP
16SrV | rpV | secYV
ALY Alder yellows/periwinkle Neznamy Italie Cc H H
ALY1068 Alder yellows/Alnus glutinosa Neznamy Italie C H
ALY882 Alder yellows/Alnus glutinosa Oncopsis alni | Némecko C K K
CLY5 Cherry lethal yellows/Prunus avium Neznamy Cina B B B
EY125 Elm yellows/UImus minor Neznamy Italie A A
EY1' ElIm yellows/UImus americana Sc?u[)gg:ﬂgus NY, USA A A A
EY626 Elm yellows/Ulmus minor Neznamy Italie A A M
EY627 Elm yellows/UImus minor Neznamy Italie A A
FD A Scaphoideus .
(Lomb/Piem) Flavescence dorée/Vitis vinifera fitanus Italie C G
FD-70 Flavescence dorée/Vitis vinifera Scapholdeus | Francie | ¢ | F | F
FD-C Flavescence dorée/Vitis vinifera Seaphoideus | i | ¢ | D | D
titanus
FD-D Flavescence dorée/Vitis vinifera Scaphoideus | i | p | E | E
titanus
HD1 Hemp dogbane/Apocynum cannabinum Neznamy NY, USA C J J
JWB Jujube witches’-broom/Ziziphus jujuba | FISMImonoides | e, B |c| ¢
chinesis
PY-In Peach yellows/Prunus persica Neznamy Indie B M N
RUS Rubus stunt/periwinkle Neznamy Italie E | |
RuS400 Rubus stunt/Rubus fruticosus Neznamy Italie E |
RuS971 Rubus stunt/Rubus idaeus Neznamy Svycarsko E |
RuSR19 Rubus stunt/Rubus caesius Neznamy Némecko E |
SpawB229 Spartium Wltc_hes -broom/Spartium Neznamy Italie c L L
junceum
SpaWB251 Spartium Wltc_hes -broom/Spartium Neznamy Italie c L
junceum
VC Virginia cregper/Par_thenomssus Neznamy FL. USA c
quinquefolia
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Obr. ¢. 1: Postaveni skupiny Elm yellows v rdmci fytoplazem na zéklad¢ parsimonni

analyzy sekvenci 16S rDNA reprezentativnich izolati skupiny EY (16SrV) a ostatnich
skupin 16Sr, vychazejici ze spoleéného predka A. laidlawii (Lee et al., 2004).
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Obr. ¢. 2 : Evoluc¢ni vztahy mezi zastupci skupiny 16SrV na zakladé analyzy sekvenci
gent 16S rRNA. Hodnoty bootsrap mensi nez 90 % byly vynechany (Malembic-

Maher et al., 2011)
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tuf, rpsC-rplV, rplF-rplR, degV (Malembic-Maher et al., 2011).
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3.2.3. Ptehled dalsich druht fytoplazem skupiny EIm yellows (16SrV)

16SrV skupina reprezentuje tieti nejveétsi skupinu fytoplazem, po skupiné aster
yellows a skupin¢ X-disease, s velkou rozmanitosti izolatd, jejich rostlinnych hostitel

I hmyzich vektoru (Lee et al., 2004).

3.2.3.1.  Jujube witches’-broom

Jedine¢né vlastnosti v sekvenci 16Sr JWB fytoplazem jasné ukazuji, ze reprezentuje
novy taxon ‘Ca. Phytoplasma ziziphi’. Pravdépodobné souvisi s konkrétnim hmyzim
vektorem Hishimonus sellatus, ktery pfenasi fytoplazmu na hostitelskou rostlinu Zizyphus
jujuba (Jung et al., 2003). Zizyphus jujuba je nejvice péstovana v mirném pasmu severni
polokoule jako komeréné duleZita rostlinna plodina. JWB pievlada hlavné v Ciné a Koreji,
kde z hlediska prumyslu zptsobuje vazné problémy. V Korei snizuje vynos od 30 do 80 %
(Lee et al., 1988) a byla detekovana také na Hovenia dulcis (Kamala-Kannan et al., 2010),
roz§ifena je také nejméné ve tfech krajich v Japonsku (Ohashi et al., 1996). Objevena byla
I v New Yorku (GenBank).

3.2.3.2.  Alder yellows

Alder yellows (ALY) souvisi s infekci nékolika druhd olse, Alnus glutinosa (L.)
Gaertn., A. cordata (Loisel.) Desf., A. incana (L.) Moench, A. hirsuta (Spach) Rupr., A.
rugosa (Du Roi) Spreng., A. subcordata C. A. Mey a A. tenuifolia Nutt. Onemocnéni bylo
zaznamenano v Némecku, Italii, Rakousku, Francii, Svycarsku, v oblasti Baltského morte
(Arnaud et al., 2007), v Srbsku (Cvrkovi¢ et al., 2008) a v Litvé (Genbank). Infekce A.
glutinosa je rozsifena zejména v Némecku a v jizni Italii. VSechny infikované druhy Alnus
maji podobné ptiznaky. Prvni indikaci onemocnéni jsou méné zelené listy, které pozdéji
Zloutnou. Southern hybridizace, RFLP a analyza sekvence odhalila, Ze ALY velmi uzce
souvisi s EY fytoplazmou (Maurer et al., 1993; Maurer et Seemiiller, 1994; Seemiiller et al.,
1994; Marcone et al., 1997). Ukazalo se, ze ALY je nerozeznatelné od symptomi fytoplazem
infikujici Rubus a eukalyptus, proto se pro analyzu pouziva nékolik endonukleaz vcetné Taql

(Marcone et al., 1997).
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3.2.3.3.  Flavescence dorée

Jedna se o dalsi vyznamnou karanténni fytoplazmu ze skupiny 16SrV, ktera je spojena
s nejvyznamngjsi ,,zloutenkovou* nemoci vinné révy. Jedinym zndmym FD ptenasecem je
kiisek révovy - Scaphoideus titanus (Homoptera: Cicadellidae) (Mori et al., 2002).
Do Evropy se dostal ze Severni Ameriky. Mimo Evropu a Severni Ameriku byl nedavno
potvrzen v Australii (Cervena et Nedekalova, 2007).

Vzhledem k tomu, Ze tato fytoplazma nemize byt rozliSena na zakladé symptomd,

vykazuje totiz stejné symptomy jako Bois noir (Stolbur 16SrXII), byl vyvinut jednoduchy,
spolehlivy a citlivy test detekujici fytoplazmu FD pfii nizkém titru. Test bi-specifické
multiplex nested” PCR se pouziva ve Francii ke kazdoro¢nimu plo$nému priuzkumu (Clair et
al., 2003).
(Stolbur i FD). Ptestoze u nas nebyla fytoplazma FD zatim zjisténa. Infekce obou fytoplazem
se na révé projevuje v podstaté stejnymi ptiznaky. Vyskyt fytoplazmy stolburu bramboru byl
na nasem uzemi v nedadvné dob¢ prokazan aV poslednich letech je na nasem uUzemi
potvrzovano jeji Sifeni. (Cervené et Necekalova, 2007; Navratil et al., 2008; Flidr, 2010;
Safafova et al., 2011).

Pfiznaky se mohou projevit na celém ketfi nebo pouze na nékterych vyhonech.
Napadné je hlavné piedCasné intenzivni zbarveni a skvrnitost listd, u bilych odrud Zluté
a Umodrych odrid Cervené. Letorosty jsou slabsi, kratsi, internodia letorosti mohou byt
zkradcend. U kvétl a plodd dochazi k usychani a opadu kvétenstvi, pfi slabs§im projevu
odumiraji stopky a ¢asti tfapiny a bobule se scvrkavaji, méné postizené bobule maji nizsi
cukernatost a vys§i obsah kyselin (Cervena et Nedekalova, 2007).

PienaSeCem fytoplazmy zlatého Zloutnuti révy na olsi je prstenovka olSova (Oncopsis
alni) a pravdépodobnym prenaseCem na plaménku Ccelnatka ftebiickova (Dictyophara

europaea) (Cervena et Necekalova, 2007).

3.2.3.4. Rubus stunt (witches-broom phytoplasma disease)

Rubus stunt (RS) fytoplazma se vyskytuje v Evropé, v Rusku a na stfednim vychodé.
Ptirozené infikuje pouze rostliny rodu Rubus, divoké i kultivované druhy. Hlavnim vektorem
je Macropsis fuscula Zett. (de Fluiter et van der Meer, 1953). Na zaklad¢ analyz sekvence
genu 16S rRNA byla dostatetné diferencovana a nyni piedstavuje novy taxon ‘Ca.

Phytoplasma rubi’ (Malembic-Mabher et al., 2011). Mezi rostlinné hostitele patii druhy rodu

20



Rubus, R. caesius (ostruzinik sivy), R. fruticosus (ostruzinik kiovity), R. idaeus (malinik
obecny), R. laciniatus (ostruzinik diipeny), R. loganobaccus a R. procerus ¢i bréal (Vinca
major). VSechny infikované druhy Rubus vykazuji podobné pfiznaky, jako napt. deformace ¢i
zakrslost plodt, phylloidy, zména barvy kvétenstvi, deformace a zloutnuti listl, kofeny
vykazujici typické hairy root a witches broom. (http://www.plantwise.org/?dsid=48018&
loadmodule=plantwisedatasheet&page=4270&site=234).

K dal§$im, z hospodéiského hlediska méné vyznamnym fytoplazmam skupiny EY,
patii fytolazma hemp dogbane yellows, ktera byla objevena na tojesté konopné (Apocynum
cannabinum) a to v New Yorku; na této rostliné byla vsSak detekovana také fytoplazma
flavescence dorée. Grapevine yellows fytoplazma byla na evropské vinné révé (Daire et al.,
1997; Martini et al., 2002; Seemiiller et al., 1994). Fytoplazma cherry lethal yellows byla
na tie$ni ptaci (Prunus avium) a to v Cin&. V Indii se vyskytuji fytoplazmy nectarine yellows
a peach yellows, ktera vSak byla objevena i v Italii a to na broskvoni obecné (Prunus persica)
a na brcalu. Eucalyptus little leaf fytoplazma u druhi Eucalyptus sp. v Italii (Marcone et al.,
1996). Fytoplazma periwinkle yellows byla detekovana na barvinku rizovém (Catharanthus
roseus) v Cing. Fytoplazma Wax laef privet witches'-broom se vyskytuje v Korei na pta¢im
zobu (Ligustrum japonicum). Fytoplazma spartium witches -broom byla v Italii na vite¢niku
sitinovém (Spartium junceums). Fytoplazma virginia creeper byla poprve objevena v USA
na loubinci pétilistém (Parthenocissus quinquefolia) (GenBank; Lee et al., 2004). Mezi nové

objeveny druh patii "Ca. Phytoplasma rubi” (Malembic-Maher et al., 2011).

3.3. Vyskyt fytoplazem v CR

Na tzemi Ceské republiky probihd vyzkum zabyvajici se detekci fytoplazem
Vv riznych hostitelskych rostlinach vcetné plevelt.

V CR byl detekovan vyskyt fytoplazem ze skupiny Aster yellows (16Sr]) napadajici
velky okruh hostiteli (napf.: Cesnek, jahodnik, jablon, jitrocel, lipa, jetel, pchac, lilie),
fytoplazmy skupiny X-disease (16Srlll) na jetelu ¢i astie, dale byly potvrzeny fytoplazmy
ze skupiny Apple proliferation group (16SrX), a to fytoplazma proliferace jabloné (‘Ca.
Phytoplasma mali’, Apple proliferation phytoplasma, AP (16SrX-A) (jablon, rybiz). Siroce
rozsitena je fytoplazma stolburu ("Ca. Phytoplasma solani’, 16SrXII-A) infikujici napt. révu

vinnou, brambor, papriku, rajée, celer, lilek i pchac, svlacec a koptivu (Navratil et al., 2008).
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Fytoplazmy skupiny 16Srlll a 16SrXII byly detekovany i v jinych plevelech z oblasti
jizni Moravy, a to na merliku bilém s pfiznaky Zloutnuti a zakrnélosti (Safafova et al., 2011).

U pleveld zjinych oblasti CR byla zjisténa cela fada fytoplazem - jeteli lu¢nim
(Trifolium pratense) a j. zvrhlém (T. hybridum) byly detekovany fytoplazmy skupin 16SrI-C
a 16Srlll-B a na jeteli plazivém (T.repens) fytoplazmy nalezejici do skupiny 16SrI-B,
16Srl-C, 16Srlll-B a 16SrX-A. Jetele vykazovaly ptiznaky ¢ervendni nebo trpasli¢iho ristu
(Franova et al., 2004).

Dalsi vyskyt fytoplazem v CR byl detekovan na rybizu bilém a Gerveném, a to 16Srl
a 16SrX (Navratil et al., 2007). Na ovocnych stromech se bézné vyskytuje fytoplazma "Ca.
Phytoplasma prunorum’ skupiny 16SrX na meruice, broskvoni a vi$ni (Ludvikova et al.,
2011). Sezoénni detekce fytoplazem prokazala vyskyt fytoplazmy skupiny 16SrX ’Ca.
Phytoplasma pyri” (16SrX-C) na hrusnich (Kucerova et al., 2007).

Pfi kontrolach jilma na jizni Moravé v letech 1997-2007 se vykytovalo par stromt
jilmu habrolistého s priznaky metlovitosti a zakrslymi listy, V jednom z nich byla detekovana
fytoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi” (Navratil et al., 2009). Sporadicky vyskyt této fytoplazmy
na uzemi CR autofi vysvétluji tim, Ze zde chybi hlavni vektor Macropsis mendax. Ostatni
druhy vektoru fytoplazmy EY Philaenus spumarius L. a Allygidius atomarius (Pavan, 2000)
byly zaznamenany pouze v nékolika nejteplejsich oblastech CR (Navratil et al., 2009).

Vyskyt fytoplazmy Elm yellows na jinych hostitelich nez na jilmu byl na Moravé
ojedinély a to na pchaci a svlacci (Flidr, 2010).

Fytoplazma EY (syn. EIm phloem necrosis mycoplasm) mtize mit velky hospodarsky
vyznam a je proto zafazena mezi karanténni fytoplazmy, které se vyskytuji ve Spolecenstvi
EU, spole¢né s ‘Ca. Phytoplasma mali’, "Ca. Phytoplasma prunorum” a "Ca. Phytoplasma

pyri’, jejichz zavlékani a rozSifovani na izemi Spolecenstvi je zakazano (Rtzicka, 2008).
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4. Material a metody
4.1. Biologicky material

V ramci experimentdlni cCasti bakalafské prace jsem provedla analyzu DNA
izolovanou z rostlin pchace osetu (Cirsium arvense (L.) Scop.) - vzorek ¢. CZ3777 a svlacce
rolniho (Convolvulus arvensis (L.)) - vzorek ¢. CZ3782 (viz Tab. ¢. 4), které rostly na poli
v katastru obce Lednice na jizni Morave. Rostliny vykazovaly pfiznaky chlorézy, zakrnélosti

a proliferace, typické pro fytoplazmové onemocnéni (viz Obr. €. 4, 5, foto Valova).

Obr.

Obr. ¢. 5: Pchac oset (Cirsium arvense (L.) Scop.) s ptiznaky chlordzy a zakrnélosti

&5 ? WA S

23



Tab. ¢ 4: Seznam analyzovanych vzorki odebranych na lokalité Lednice

Cislo izolitu Hostitel Piiznaky Lokalita sbéru  Datum odbéru
CZz3777 svlagec rolni chloroza, 23. 4. 2007
proliferace Lednice
CZz3782 pchad oset chlor6za, 23. 4. 2007
zakrnélost Lednice

4.2. 1zolace DNA

Celkovd DNA byla izolovana modifikovanou CTAB metodou podle Ahrense
et Seemiillera (1992) z rostlin zmrazenych na -80 °C. Vyizolovana DNA byla lyofilizovana
a uchovavana v - 80 °C. lIzolace DNA byla provedena pracovniky Laboratofe molekularni

biologie organismu, Katedry buné¢né biologie a genetiky.

4.3. Ptiprava DNA vzorkl pro PCR analyzu

Lyofilizovana DNA obou vzorkii byla rozpustétna v 100 pl deionizované vody
a nasledné byla spektrofotometricky stanovena jeji koncentrace pomoci Nanodrop1000. DNA
byla poté pro PCR reakci zfedéna na optimalni hodnotu cca 50 ng/ul. Udaje o koncentracich

vzorkl jsou uvedeny nize v Tabulce €. 5.

Tab. & 5: Koncentrace DNA a jejich Cistota a jejich nasledné fedéni

Cislo vzorku ¢ DNA [ng/ul] Pomér Ajg/Aso | Redéni izolované DNA
Cz3777 4494 2,02 9x
CZ3782 131,1 2,10 2,5X

4.4, Polymerazova fetézova reakce

Detekce fytoplazem byla u vzorkl provedena standardni metodou tzv. dvoukrokové
‘nested” PCR.

V prvnim kroku PCR amplifikace byl fragment 16S-23SrDNA detekovan pomoci paru
univerzalnich primera P1/P7 (sekvence viz Tab. ¢. 6). Byl o¢ekavan produkt o délce cca
1 800 bp. Reakéni smés (Slozeni viz Tab. ¢. 7) byla piipravena ve flowboxu za sterilnich
podminek a za neustalého chlazeni pouzitych roztokt na ledu. Po promichani reakéni smési

ve vortexu a centrifugaci byla smés rozpipetovana po 23 ul do 0,2 ml PCR zkumavek,
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do prvnich dvou byly ptidany jednotlivé 2 ul DNA vzorku (CZ3777, CZ3782) natedéné
na optimalni koncentraci. Do tieti zkumavky, kterd slouzila jako tzv. slepa kontrola, byly
misto templatové DNA napipetovany 2 ul deionizované vody. Smeési v jednotlivych
zkumavkach byly opét promichany, po dikladném uzavieni vi¢ek byly zkumavky vloZeny
do termocycleru a provedena PCR amplifikace. Podminky PCR reakce jsou popsany

v Tabulce &. 8.

Tab. & 6: Seznam pouzitych primert

Niazev primeru Sekvence primeru Autofi
P1 5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’ Deng et Hiruki, 1991
P7 5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3" Schneider et al., 1995
R16F2 5" GAAACGACTGCTAAGACTGG 3 Gundersen et al., 1996
R16R2 5" TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3’ Leeetal., 1993

Tab. €. 7: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci pfi pouziti primert P1/P7

Polozka ;(;rlf)i’r:iﬁfe Ik(oneéné 1 test 3 [tﬁf]t y
roztoku oncentrace [ud]
Pufr 5x 1x 5 15
MgCl, 25 mmol.I* 1,5 m mol.I* 1,5 45
Voda 15 45
dNTP 2 mmol.I" 100 w mol.I* 1 3
f primer 20 pmol/l 025 umoll™* | 03 0,9
r primer 20 pmol/pl 025 umoll™* | 03 0,9
GoTaq polymeraza 5U/ul 1 U/l 0,2 0,6
Celkovy objem 69
Objem do reakce 25

Tab. €. 8: Podminky PCR amplifikace pfi pouziti primert P1/P7

95°C 3 min

95°C 1 min

55°C 1 min 35 cykla
72°C 3 min

72°C 10 min

Pro druhy krok PCR amplifikace, ‘nested” PCR, byly jako templatova DNA pouzity
produkty z ‘direct” PCR. Produkty P1/P7 byly kvili mozné inhibici reakce fedény 40x.
Amplifikace byla provedena za pouziti univerzalniho paru primeria R16F2/R16R2 (viz Tab. ¢.
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6). Oc¢ekavanym produktem byl fragment o velikosti cca 1 200 bp. Byla pfipravena reakéni
smés pro 4 vzorky. Slozeni reakéni smési bylo, s vyjimkou pouzitych primerd, shodné
s ptedchozi reakéni smési (viz Tab. ¢. 7). Kreakéni smési byly stejné jako v pfedchozim
kroku pfidany 2 ul PCR-produktu z “direct” PCR, do ¢tvrté zkumavky byla misto templatové
DNA pipetovana deionizovana voda. Byla provedena PCR amlifikace, podminky reakce jsou

shrnuty v Tabulce ¢. 9.

Tab. €. 9: Podminky PCR amplifikace pii pouziti primert R16F2/R16R2

95°C 2 min

95°C 1 min

50°C 1 min } 35 cykla
72°C 1 min

72°C 10 min

4.4.1. Gelova elektroforéza

PCR-produkty ‘direct” a ‘nested” PCR byly rozdéleny gelovou elektroforetickou
separaci. 1,5% agarozovy gel byl pfipraven smichanim 0,75 g agar6zy a 50 ml TAE pufru
(sloZeni viz piiloha) a poté rozvaien v mikrovinné troub&. Po mirném zchladnuti bylo pfidano
3,5 ul barviva GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, které bylo ¥adn& rozmichano. Gel byl
nasledné nalit do pfipravené elektroforetické vanicky s hiebinkem. Po ztuhnuti gelu (cca
30 min) byl gel v elektroforetické komurce pievrstven TAE pufrem do vyse cca 0,5 cm nad
gel a poté byl elektroforeticky hiebinek opatrné vytazen. Do prvni jamky byla napipetovany
2 ul standardu molekulové vahy (Gene Ruler™, 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas).
Do dalsich jamek bylo napipetovano po 3 ul PCR-produktu spolu s 2 ul vzorkovaciho pufru
(0,1% bromfenolova modi v 30% glycerinu). Elektroforetickd separace probihala
pti 80 V po dobu 1 h. Po ukonéeni separace PCR-produkti byl gel vyjmut, opatrné oplachnut
destilovanou vodou a umistén na UV-transluminator. PCR-produkty byly nasledné
vizualizovany v prochazejicim UV a dokumentovany pomoci dokumenta¢niho zafizeni

Syngene (program GeneSnap).

4.5. 1zolace PCR-produkti

PCR-produkty byly pro dalsi manipulace izolovany pomoci kitu QIAquick Gel
Extraction Kit podle pokyni vyrobce. Pfed vlastni izolaci byly PCR-produkty separovany

V 1% agar6ézovém gelu v prostiedi TAE pufr a ethidium bromidu (zasobni roztok - 10 mg/ml,
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2 ul na 50 pl gelu). Pro izolaci byl do jamek gelu nanesen veskery PCR-produkt a byla
provedena separace pii stejnosmérném napéti napéti 80 V.

Agar6zovy gel byl umistén na UV-transluminator a za pomoci sterilniho skalpelu
byly, za prochazejiciho UV svétla, vyfiznuty jednotlivé specifické PCR-produkty a vloZzeny
do predvazenych mikrozkumavek Eppendorf (1,5 ml). Po opétovném zvazeni zkumavek byla
odectena hmotnost vyfiznutého gelu. Do zkumavek byl ptidan QG pufr v objemovém poméru
3:1. Pro rozpu$téni gelu byla smés 5 min inkubovana piiteplot¢ 50 °C v Dry-bloku
a rozmichana na vortexu. Nasledovné byl piidan 1 objem izopropanolu, cely objem smési byl
pfenesen na kolonu (cca 700 pl) a centrifugovan 1 min pti 13 000 ot. Supernatant byl
odstranén a na kolonu bylo napipetovano 500 ul QG pufru, kolona byla centrifugovéana 1 min
pti 13 000 ot. Supernatant byl odstranén a na kolonu bylo napipetovano 750 ul PE pufru.
Kolona byla opét centrifugovana 1 min p#i 13 000 ot. Po odstranéni supernatantu byla
provedena dalsi centrifugace. Kolona byla poté piemisténa do nové zkumavky (1,5 ml)
a k uvolnéni navazané DNA bylo na ni napipetovano 30 ul destilované vody, zkumavka
se nechala 1 min stat a poté byla centrifugovana 1 min pti 13 000 ot. lzolovand DNA byla
lyofilizovana ve SpeedVac a nasledné rozpusténa v 10 pl deionizované vody. Takhle

ptipraveny vzorek byl pouZit pro klonovani PCR fragmentu.

4.6. Klonovani PCR-produktu
4.6.1. Ligace DNA do plazmidu

PCR-produkty izolované z gelu byly dale ligovany do pGem-T plazmidu (viz Obr. ¢.
6) pomoci kitu pGEM-T vector System (Promega, USA). Byla pfipravena liga¢ni smés
(slozeni viz Tab. ¢. 10). Liga¢ni smés byla jemné promichana na vortexu, centrifugovana

a ponechana ptes noc pii 4 °C.
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Obr. ¢. 6: Mapa pGEM-T plazmidu

(http://www.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-vector-systems/)
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Tab. €. 10: Slozeni liga¢ni smési kitu pGEM-T Vector system

Polozka Objem [ul]
pGem-T ligacni pufr 5

pGem-T plazmid 1

T4 DNA ligaza 1
vyizolovany PCR- 3

produkt

4.6.2. Transformace bakterii E. coli

Pro klonovani daného fragmentu DNA byly pouzity kompetitivni bakterie E. coli
kmen JM109. 75 ul suspenze kompetitivnich bun¢k bylo smichano s5 pl ligaéni smési.
Vznikla smés byla nésledné¢ inkubovdna 20 min na ledu. Transformace bakterii byla
provedena teplotnim Sokem pii 42 °C po dobu 45s (DryBlock), suspenze byla poté pfenesena
na 2 min na led. Ke zchlazenym bunkam bylo napipetovano 850 ul SOC média. Bunky byly
nasledné opét inkubovany na tiepacce pii 37 °C po dobu 90 min. Po inkubaci byly bunky
centrifugovany 3 min pii 5 000 ot., supernatant byl nasledné odpipetovan (cca 850 pnl).
Sediment byl rozpustén v 50 pul kultiva¢niho media. Nasledné byla na selekéni LB medium
Vv Petriho miskach (slozeni viz priloha), do kterého byl pfidan ampicilin (koncentrace
100 pg/1 ml) a potien 40 pl X-Galem (slozeni viz ptiloha) a 4 pl IPTG (sloZeni viz ptiloha),

napipetovana pfipravend smés. Bakterie byly inkubovéany pies noc pii 37 °C, za tmy
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http://www.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem_t-vector-systems/

v inkubatoru. Nasledujici den bylo mozno vyhodnotit narostlé¢ bakterialni kolonie. Kolonie

nesouci vlozeny inzert byly bilé, negativni kolonie byly modré.

4.6.3. Test bakterialnich kolonii pomoci "colony” PCR reakce

Pomoci ‘colony’” PCR reakce byla ovérena uspésnost ligace a transformace bakterii.

Cilovy fragment byl amplifikovan pomoci paru primerd M13f a M13r (sekvence viz Tab. ¢.

12). Slozeni reakéni smési bylo, s vyjimkou pouzitych primert, shodné s ptedchozimi

reakénimi smésmi, rozdilné byly jen pipetované objemy (viz Tab. ¢ 11). Uprava reakéni

smé&si byla také stejna. Vzorky (bakterie jednotlivych analyzovanych bilych kolonii) byly

preneseny sterilnimi bambusovymi paratky do zkumavek. Podminky PCR amplifikace viz

Tabulka ¢. 13.

Produkty "colony” PCR byly vyhodnoceny elektroforetickou separaci na 1%

agarozovém gelu (viz 4.4.1).

Tab. &.

11: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci pii pouziti primerd M13f/M13r
Polozka Koncent’r aC€ | Konetna 1 test 15 testi
pracovniho koncentrace [m1] (w1l
roztoku
Pufr 5x 1x 5 75
MgCl, 25mmoll*  |1,5mmolI* 1,5 22,5
Voda 15,3 229,5
dNTP 2 mmol.I" 100 w mol.I™ 2,5 37,5
M13f primer 20 pmol/pl 0,2 p mol.I'* 0,25 3,75
M13r primer 20 pmol/pl 0,2 p mol.I'* 0,25 3,75
GoTaq polymeraza 5 U/ul 1 U/ ul 0,2 3
Celkovy objem 375
Objem do reakce 25

Tab. ¢.

Tab. &.

12: Sekvence paru primerd M13f/M13r (Messing, 1983)

M13f:
M13r:

5'-GTAAAACGACGGCCA G-3°
5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

13: Podminky PCR amplifikace pfti pouziti primert M13f/M13r

94°C 5 min

94°C 1 min

55°C 2min 35 cykld
72°C 3 min

72°C 10 min
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4.6.4. Ptiprava bakterialnich konzerv

Pro moznost dodateénych analyz byly bakterie uchovavany v tzv. bakterialnich
konzervach. Bakterie jednotlivych analyzovanych pozitivnich kolonii byly pfeneseny
sterilnimi paratky do tekutého LB média s pfidavkem ampicilinu (100 pg/l ml media),
a nasledné byly v mikrozkumavkach eppendorf, za stalého pieklapéni na tiepacce inkubovany
pii 37°C ptes noc. Dalsi den bylo do zkumavek s transformovanymi bakteriemi ptidano
0,15 ml sterilniho 15% roztoku glycerolu a byly ptiméiené¢ promichany na vortexu. Nasledné

byly tyto bakterialni konzervy uschovany v mrazicim boxu pfi -20 °C.

4.6.5. Izolace produkti M13f/M13r

Produkty PCR reakce za pouziti primert M13f/M13r byly izolovany pomoci
QIAquick extraction kit, OIAGEN, Germany, a to postupem ktery je popsan vyse (viz 4.5).
Koncentrace izolované DNA by stanovena fluorometricky, pomoci fluorometru. Izolované

DNA fragmenty byly nésledné sekvencovany.

4.7. Analyza délkového polymorfismu restrikénich fragmentt produkti PCR

PCR-produkty ‘nested” PCR (R16F2/R16R2) byly identifikovany RFLP analyzou.
DNA fytoplazem byla §tépena restrikénimi enzymy Msel a Rsal. SloZeni reakéni smési viz
Tabulka ¢. 14. Ke smési bylo napipetovano 9 ul nested” PCR-produktu. Smés byla poté

zakapnuta mineralnim olejem a inkubovéna piti 37°C po dobu 16 h (pfes noc) v termobloku.

Tab. €. 14: Slozeni reakéni smési pro RFLP analyzu

Y 1test |2 test
Polozka (] ] y
Pufr 1,25 2,5
BSA 10x 1,25 25
Voda 0,8 1,6
Restrikéni endonukleaza 0,2 0,4
Celkovy objem 7
Objem do reakce 3,5

Produkty RFLP analyzy (po inkubaci) byly separovany ve 2,5% agar6zovém TBE
gelu (MetaPhor® Agarose) s 3 ul barviva GelRed (GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain).

Do prvni jamky bylo naneseno 2 pl standardu molekulové hmotnosti (Gene Ruler ™ 100bp
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DNA Ladder), do druhé a tieti jamky bylo po 5 ul napipetova naStipany PCR-produkt
R16F2/R16R2 obou vzorku (CZ3777, CZ3782) spolu s enzymem Msel, do dalsi jamky byl
op¢t napipetovan standardu molekulové hmotnosti. Do paté a Sesté jamky byl opét
napipetovan PCR-produkt R16F2/R16R2 obou vzorkti s enzymem Rsal. Elektroforeticka
separace probihala pfi 50 V po dobu cca 60 min a po skonceni byly vysledky
zdokumentovany UV-transluminidtorem pomoci programu GeneSnap a dokumenta¢niho

systemu G:Box Syngene.

4.8. Sekvencovani

Z kazdého analyzovaného izolatu byly pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, UK) sekvencovany tfi kolonie.

4.8.1. Priprava sekvenacni smési

Byla pfipravena reakéni smési pro Sest vzorkll bakteridlnich kolonii, slozeni viz
Tabulka ¢. 15. Vzhledem k velikosti sekvencovaného fragmentu cca 1 250 bp bylo do reakce
pouzito 40 ng templatové DNA v celkovém objemu 4 pl. Celkem byly pfipraveny 3 reakéni
smé&si obsahujicich vzdy odlisny primer, a to primery fU5, M13f a M13r (viz Tab. ¢. 16).
Reakéni smés byla rozpipetovana po 7 ul do 0,2 ml PCR zkumavek, do kterych byly ptidany
3ul vzorku. Vlastni sekvencovani bylo provedeno pracovniky laboratofe na Ustavu
experimentalni botaniky CR v Olomouci pomoci automatického sekvenatoru ABI PRISM

model 3730.

Tab. & 15: Slozeni reakéni smési pro sekvencovani

. 1test | 6 testd
Polozka (] ]
BigDye 1 6
Pufr 1 6
Voda 3 18
primer 2 12
Celkovy objem 42
Objem do reakce 7

Tab. €. 16: Sekvence pouzitych primert pro sekvencovani

M13f: 5-GTAAAACGACGGCCAG-3’ (Messing, 1983)
M13r: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’ (Messing, 1983)
fu3 5-CGGCAATGGAGGAAACT -3’ (Lorenz et al., 1995)
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4.9. ldentifikace a fylogeneticka analyza izolati

Ziskané sekvence byly sestaveny do koneénych kontigii pomoci programu Seqman.
Slozené sekvence vzorkti byly srovnany se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank
pomoci programu BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST), dale byly sekvence
analyzovany i pomoci specializovaného software iPhyClassifier (http://plantpathology.ba.ars.
usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi; Zhao et al., 2009). Dle parametrd identity
sekvenci byla zjisténa homologie se sekvencemi znamych organismu.

Na zaklad¢ uvedenych analyz, vCetné¢ gelové RFLP analyzy, byly fytoplazmy
analyzovanych izolatl identifikovany. Ziskané sekvence byly sefazeny (viz vysledky Obr. €.
13, 14) se sekvencemi vybranych izolati fytoplazem skupin 16SrV ziskanych z databaze
GenBank. Pomoci programu Clustal W byl sestaven mnohocetny alignment. Pomoci programu
MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011) a metody neighbor-joining analyzy byla provedena

fylogenetickd analyza a byl vytvofen fylogeneticky strom.
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5. Vysledky

Pomoci 'nested” PCR reakci s primery P1/P7 a R16F2/R16R2 byl ziskan produkt
o velikost cca 1 200 bp, coz odpovidalo ocfekavani a znaéil potencidlni piitomnost

fytoplazmy. Zadna pozitivni reakce nebyla zaznamenéana u vzorku PCR s vodou (Obr. &. 7).

Obr. ¢. 7: PCR-produkt amplifikovany s primery R16F2/R16R2

L 1 2 B1 B2

1000 =y

500 ===

Legenda: draha L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas); draha
1: CZ3782 z pchace; draha 2: CZ3777 ze svlaéce; B1: blank - negativni kontrola 1; B2: blank - negativni

kontrola 2

Po izolaci PCR-produktu R16F2/R16R2 byl ziskan produkt o velikosti cca 1 200 bp
(Obr. €. 8).
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Obr. ¢. 8: PCR-produkt R16F2/R16R2 po izolaci z gelu

1500 + ;
1200 *“ﬂ M“

1000 e

500 e
-

Legenda: draha L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas); draha
1: CZ3782 z pchace; draha 2: CZ3777 ze svlacce; B: blank - negativni kontrola

Po ligaci fragmenti (PCR-produktd sprimery R16F2/R16R2) do plazmidu
a po transformaci bakterii plazmidem, bylo z kazdého vzorku vybrano 7 bilych kolonii, které
byly testovany pomoci PCR reakce za pouziti M13f/M13r primer. Velikost produktu (cca
1500 bp) byla zjisténa elektroforeticky (Obr. ¢. 9). U vSech analyzovanych kolonii byla

potvrzena pfitomnost inzertu.
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Obr. ¢&. 9: Testovani piitomnosti inzertu v bilych koloniich - detekce PCR-produkti
amplifikovanych s primery M13f/M13r

L Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 L

1500 T e . R e W SR W WS e weim e 1500
1200 1200
1000 W 1000
500 &

Legenda: draha L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas); draha
Al - A7: PCR-produkt z bil¢ kolonie s inzertem ze vzorku CZ3782 z pchace; draha C1 - C7: PCR-produkt z bilé

kolonie s inzertem ze vzorku CZ3777 ze svlace

Vzorky byly piecistény a po oznaceni sekvencovany.

Po slozeni sekvenci (program SeqMan) obou izolatd byly ziskany sekvence o délkach
1227 bp (CZ3777) a 1 238 bp (CZ3782). Ob¢ sekvence vykazovaly vyraznou sekvencni
odlisnost a vysledky BLAST analyzy ukdzaly, ze se jedna o dvé rizné fytoplazmy, patiici
do riznych taxonomickych skupin. Vysledky BLAST analyzy jsou uvedeny v Tabulce ¢. 17
ac. 18.

Vzorek CZ3777 ze svlacce vykazoval nejvétsi identitu 99 %, a to se sekvencemi
izolata "‘Ca. Phytoplasma mali’, ktera je fazena do skupiny 16SrX-A (Apple proliferation
group, Acc. no. JN555598.1) a jejimiz hostiteli byla jabloit domaci.

Vzorek CZ3782 z pchace mél nejvyssi identitu 99 % s fytoplazmou skupiny 16SrXI|
(Stolbur group, Acc. no. JN887313.1), a to nejvice sizolatem 'Ca. Phytoplasma solani’,
jejimz hostitelem byl hrach sety. Hostitelé dalsich izolatt fadicich se do skupiny fytoplazem

stolburu, které vykazovaly stejnou identitu, jsou svlacec rolni a réva vinna.
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Tab. & 17: Vysledky BLAST analyzy R16F2/R16R2 sekvence 16S rDNA vzorku
CZ3777 (svlacec rolni)

Accession number | Druh fytoplazmy Sc:/ee?ége :\élg:t
JN555598.1 "Ca. Phytoplasma mali’ 100% 99%
JN555597.1 "Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
JN555596.1 ‘Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
JN555595.1 "Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
JN555594.1 ‘Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
CU469464.1 "Ca. Phytoplasma mali’ 100% 99%
EF392656.1 ‘Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
EF392655.1 "Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
AY598319.1 "Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%
AJ542542.1 ‘Ca. Phytoplasma mali” 100% 99%

Tab. ¢. 18: Vysledky BLAST analyzy R16F2/R16R2 sekvence 16S rDNA vzorku

CZ3782 (pchac oset)
Accession number | Druh fytoplazmy (%L:/eerr);ge :\c/::rft
JN887313.1 ‘Ca. Phytoplasma solani” 99% 99%
IN561702.1 ;Cliggé/olvulus arvensis' stolbur phytoplasma 99% 99%
GU004375.1 Stolbur-Rus phytoplasma strain 99% 99%
GU004374.1 Stolbur-1t phytoplasma strain PTV 99% 99%
£3409899 1 Phytoplasma sp. BN-Ma202; 16SrXI| 99% 99%

(Stolbur group)
GU060495.1 "Ca. Phytoplasma solani” 99% 99%
Phytoplasma sp. BN-Op37; 16SrXI|

EU836656.1 99% 99%
(Stolbur group)
EUS36649 1 Phytoplasma sp. BN-Fc13; 16SrXI| 99% 99%
(Stolbur group)
Iranian potato purple top phytoplasma; 0 0
EU661607.1 16SrXI1 (Stolbur group) 99% 99%
EU814645.1 ‘Ca. Phytoplasma solani’ 99% 99%

Vysledné profily analyzovanych izolatd ziskané s$tépenim R16F2/R2 PCR-produktu
enzymy Msel a Rsal pomoci gelové RFLP analyzy byly srovnany s profily fytoplazem podle
Lee et al. (1998). Profily izolatu CZ3782 z pchace (viz jamky Al a A2 na Obr. ¢. 10)
vykazovaly identitu se stolburem (izolat CellY; 16SrXII-A). Profily izolatu CZ3777
ze svlacce (viz jamky C1 a C2 na Obr. ¢. 10) odpovidaly fytoplazmé proliferace jabloné
(izolatu AP-A; 16SrX-A).
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Obr. ¢. 10: RFLP profily R16F2/R16R2 produktti vzorka CZ3777 a CZ3782

L A1 C1 1. A2 C2

N - E =

- ——

Msel Rsal

Legenda: draha L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas); draha
Al, A2: PCR - produkt vzorku CZ3782 z pchace; draha C1, C2: PCR - produkt vzorku CZ3777 ze svlacce

Ze ziskanych sekvenci DNA jsem pomoci specializovaného nastroje iPhyClassifier
ovéfila identitu fytoplazem. Na zakladé porovnani homologie sekvenci R16F2/R16R2 (cca
1200 bp) vzorktt CZ3777 a CZ3782 s referencnimi sekvencemi v databdzi bylo zjisténo,
ze vzorek CZ3777 vykazoval 99,9% similaritu s "Ca. Phytoplasma mali” (Acc. no. AJ542541)
avzorek CZz3782 vykazoval 99,4% similaritu s 'Ca. Phytoplasma solani” (Acc. no.
AF248959). Byly zjistény virtualni RFLP profily sekvenci R16F2/R16R2 (cca 1 200 bp)
vzorka CZ3777 aCZ3782 (Obr. ¢. 11, 12), které byly porovnany s restrikénimi profily
konkrétnich skupin fytoplazem.
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Obr. ¢&. 11: Virtualni restrikéni profily R16F2/R2 sekvence 16S rDNA vzorku
CZ3777 (svlacec rolni)

MW: marker PhiX174 DNA_Haelll Marker (Fermentas); profily s restrikénimi enzymy Msel
a Rsal zvyraznény.

Obr. ¢. 12: Virtualni restrikéni profil R16F2/R2 sekvence 16S rDNA vzorku CZ3782
(pchac oset)

MW: marker PhiX174 DNA_Haelll Marker (Fermentas); profily s restrikénimi enzymy Msel
a Rsal zvyraznény.

Dalsi analyza vzorki CZ3777 a CZ3782 byla provedena sefazenim ziskanych
sekvenci R16F2/R2 genu 16S rRNA mnohocetnym aligmentem v programu ClustalW
(MEGA 5.0) spolu se sekvencemi vybranych z databaze GenBank. Pomoci metody neighbor-
joining byla stanovena pfibuznost izolatt. Vyslednym zpracovanim jsou dendrogramy (Obr.
¢. 13, 14).
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Obr. ¢. 13: Dendrogram znazornujici fylogenetickou ptibuznost fytoplazem skupiny
16SrX a izolatu CZ3777 z pchace (tucné zvyraznéno).

"Ca Phytoplasma mali’ (Ace. no. AT542341)
05 | 'Ca Phytoplasma mali” (Acc. no. X72206)

'Ca. Phytoplasma mali” (Ace. no. AF248938)
CZ3777

‘Caz Phytoplasma prunorum (Acc. no. AY029540)
49 75 ‘Ca Phytoplasma prunorum” {Acc. no. AJT542544)
66 | 'Ca Phytoplasma prunorum (Acc. no. 568374)
Estahban pear decline phytoplasma (Acc. no. DQ471321)
04 ‘ ‘Ca. Phvtoplasma pya’ (Ace. no. AJ342343)

73

‘Ca Phyvtoplasma pyri” (Acc. no. Y16304)

‘Ca Phytoplasma sparti” (Acc. no. X9256%)

‘Ca Phytoplasma allocasuannae {Acc. no. AY123523)
100 l— ‘Caz Phytoplasma thamni” (Ace. no. X76431)

0,005

Obr. ¢. 14: Dendrogram znazornujici fylogenetickou pribuznost fytoplazem skupiny
16SrXI1 a izolatu CZ3782 ze svlacce (tuéné zvyraznéno).

93 ‘Ca. Phytoplasma gramimis” {Acc. no. AY725228)

‘Ca Phytoplasma caticae” (Acc. no. AY723234)
‘Ca Phytoplasma solani” (Ace. no. XT6428)

‘Ca Phytoplasma solani” (Acc. no. 376427}

CZ3781

‘Ca Phytoplasma solam” (Acc. no. AF248039)
"Ca. Phytoplasma solani” (Accno. AT964960)

‘Ca Phytoplasma fragariae” (Acc. no. DQO8E42S)

. Phytoplasma persicae” (Acc. no. AYT87137)

00
100 |‘|— ‘Ca Phytoplasma australiense” (Acc. no. L768463)
g4 ' Ca Phytoplasma australiense” {Ace. no. AJ243045)
—
0.001

Dendrogramy jsou sestaveny pomoci neighbor-joining analyzy, jednotlivé analyzy
jsou oznageny danym Acc.No. Usegka znazoriiuje procento substituci, u nichZ jsou zobrazeny
hodnoty bootstrap. Izolaty CZ3777 a CZ3782 byly srovnany s vybranymi izolaty ze sbirky
Navratil et al. (2008).
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Z uvedenych dendrogramti opét vypliva, ze izolat CZ3777 z pchace je fytoplazma
ptibuznd "Ca. Phytoplasma mali” a izolat CZ3782 ze svlacce je fytoplazma piibuzna "Ca.

Phytoplasma solani”.
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6. Diskuse

Cilem bakalaiské prace bylo, kromé vypracovani literarni reSerSe na téma
molekularné-biologicka charakteristika fytoplazem ze skupiny zloutenky jilmu (16SrV)
infikujicich plevele na jizni Moravé, izolovat a identifikovat fytoplazmy z pleveli pchace
osetu (Cirsium arvense (L.) Scop) a svlacce rolniho (Convolvulus arvensis (L.), které byly
sesbirany na jizni Moravé v Katastru obce Lednice a vykazovaly charakteristické ptiznaky
fytoplazem (chloroza, proliferace, zakrnélost). Pomoci molekularnich metod ('nested” PCR,
RFLP analyza, klonovani, sekvencovani) byly u obou izolatt z pchace (CZ3777) a ze svlacce
(CZ3782) ziskdny sekvence R16F2/R16R2 genu 16S rRNA, zjejichz analyzy pomoci
BLAST vyplyvalo, ze patii k riznym skupinam fytoplazem. Izolat CZ3777 vykazoval 99%
shodu s fytoplazmou "Candidatus Phytoplasma mali” (16SrX-A) a izolat CZ3782 99% shodu
s fytoplazmou 'Ca. Phytoplasma solani” (16SrXII). Toto taxonomické zafazeni potvrdila
I gelova RFLP analyza PCR-produkti R16F2/R16R2, virtualni Stipani ziskanych sekvenci
programem iPhyClassifier i vytvofeni dendrogramu pro jednotlivé izolaty srovnanim
s referen¢nimi fytoplazmami taxonomickych skupin Apple proliferation (16SrX) a skupinou
stolburu (16SrXI1).

V Ceské republice byl na jizni Moravé provadén dlouhodoby vyzkum fytoplazem
na hospodaiskych i1 planych rostlinach, ktery potvrdil vyskyt nékolika druhl fytoplazem
z riznych taxonomickych skupin (Franova et al., 2004; Kucerova et al., 2007; Navratil et al.,
2007; Ludvikova et al., 2011; Safafova et al., 2011)

Prace Pavla Flidra z roku 2010 byla zaméfena na molekularni detekci a identifikaci
fytoplazem izolovanych z pchace osetu a svlacce rolniho, kde byly na téchto plevelech
s pfiznaky chlorézy a proliferace identifikovany pomoci riiznych ¢asti sekvence 16s rRNA
genu fytoplazmy ze skupiny 16Srlll a 16SrXII, mimo to i fytoplazmy skupiny EIm yellows
(16SrV). Nalez fytoplazmy EY na plevelech je zatim ojedin€ly. Fytoplazma EY (16SrV-A)
byla v CR potvrzena zatim pouze na jilmu habrolistém (Navratil et al., 2009) a na ostruziniku
maliniku (16SrV-C) (Navratil et al., 2008).

PredloZena bakalaiskd prace byla proto v teoretické ¢asti zamétena na skupinu Elm
yellows. Vysledky experimentélni ¢asti ovSem V analyzovanych izolatech z pchace a svlacce
nepotvrdily fytoplazmy ze skupiny EY, ale fytoplazmy skupiny Apple proliferation a skupinu
stolburu.

Pritomnost fytoplazmy proliferace jabloné¢ (AP) na pchaci mizeme pokladat

za ojedinély nalez. Fytoplazma proliferace jablon¢ mé pomérné uzky okruh hostitelil, ktery
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se omezuje vétSinou na zastupce rodu Malus (Morton et al., 2003). Podle tdaji ze sekvenci
uvedenych v GenBank se muize vyskytovat i v rodé¢ Prunus (P. avium, P. domestica, P.
armeriaca) a v kefich ¢erveného rybizu (Ribes rubrum) (Navratil et al., 2009). Na bylinnych
hostitelich je vyskyt fytoplazmy AP pomémé vzacny. Experimentdlné se da pirenést
na hostitelskou rostlinu fytoplazem barvinek ruzovy (Catharanthus roseus) a na Nicotiana
occidentalis (Genbank; Musseti et al., 2011). V Polsku byl zaznamenan vyskyt fytoplazmy
proliferace jabloné na hybridech orientalni lilie (Lilium sp.) (Kaminska a Sliwa, 2008a)
anajifin¢ (Dahlia cultorum) byla zjisténa smiSena infekce fytoplazmy proliferace jabloné
(16SrX-A) a fytoplazmy Zloutenky astry (16SrI-B) (Kamirnska a Sliwa, 2008b).

Pfitom pchac oset (Cirsium arvense L.) miZze byt hostitelem celé tady rostlin -
v Evropé byl jiz diive zaznamenan vyskyt fytoplazem skupin aster yellows 16Srl (Jomantiene
et al., 1999), western X-disease 16SrllI-B (Ranci¢ et al., 2005), stolburu 16SrXII (Navratil et
al., 2008) a white leaf 16SrXIV (Marcone et al., 2004). Poprvé na uzemi CR byly na pchadi,
rostoucim v okoli obce Lednice na jizni Moravé€, detekovany fytoplazmy, které vykazovaly
nejvyssi podobnost se skupinami 16SrXIV (Bermuda grass white leaf, shoda 95%) nebo
16SrXI (Rice yellow dwarf, dle virtualni RFLP analyzy). Pfedpoklada se, Ze jsou to bud’ nové
druhy fytoplazem tadici se do jedné z téchto skupin, nebo se miiZze jednat i o zcela novy druh
fytoplazmy (Pospichalova, 2012).

Naproti tomu vyskyt fytoplazmy stolburu v izolatu CZ3782 ze svlacce miizeme
pokladat v ramci CR za zcela béznou infekci. Tento patogen se hojné vyskytuje predeviim
na jizni Moravé a zpisobuje ekonomické ztraty u fady hospodarsky dilezitych plodin (réva
vinna, brambor, rajce, paprika, celer) a napada i plevelné rostliny rostouci v blizkosti poli —
svlacec (Convolvulus arvensis), pcha¢ (Cirsium arvense) a koptivu (Urtica dioica) (Fialova et
al., 2009; Navratil et al., 2009).

Vyzkum zaméfeny na volné rostouci rostliny, vykazujici fytoplazmové ptiznaky,
detekovana fytoplazmu skupiny 16Srl-B a C, a to na Matricaria chamomilla, Plantago
lanceolata, Plantago media, Silene latifolia ssp. alba, Stellaria media, Taraxacum officinale,
Thlaspi arvense, Tragopogon pratensis, Trifolium pratense, T. repens, T. hybridum,

Tripleurospermum maritimum, and Verbascum densiflorum. (Valova et al., 2002).
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7. Zavér

V ramci své bakaldiské prace jsem zpracovala literarni reSerSi specializujici
se na oblast vyskytu, taxonomii a genetickou variabilitu fytoplazem skupiny Elm yellows
(16SrV).

V experimentalni ¢asti byla ve vzorcich DNA izolované z pleveli pchace osetu
(Cirsium arvense, izolat CZ3777) a svlacce rolniho (Convolvulus arvensis; izolat CZ3782),
rostoucich na jizni Moravé a vykazujicich chlorozu, proliferaci a zakrné€lost, detekovany
fytoplazmy pomoci ‘nested” PCR s univerzalnimi primery PI1/P7 a RI6F2/R16R2.
Identifikace fytoplazem byla provedena sekvencovanim R16F2/R16R2 DNA fragmenti
ribozomalniho genu 16S rRNA.

Piivodné predpokladany vyskyt fytoplazmy EY na plevelech nebyl potvrzen. V izolatu
CZ3777 zpchace byla zjisténa fytoplazma ‘Candidatus Phytoplasma mali” (16SrX-A)
a Vv izolatu CZ3782 'Ca. Phytoplasma solani” (16SrXII-A).

Taxonomické zarazeni fytoplazem z analyzovanych izolatl bylo potvrzeno i gelovou
RFLP analyzou PCR-produkti R16F2/R16R2, virtudlnim S$tipanim ziskanych sekvenci
programem 1PhyClassifier a vytvofenim dendrogramu srovnanim DNA sekvence R16F2/R2
z izolatu s referen¢nimi fytoplazmami taxonomickych skupin Apple proliferation (16SrX)
a skupinou stolburu (16SrXI1).
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9. Seznam pouzitych zkratek

Tab. €. 19: Seznam pouzitych zkratek

Zkratka Anglicky nazev Cesky nizev
ribozomalni DNA se sedimentacnim
165 rDNA koeficientem 16S
ribozomalni RNA se sedimenta¢nim
165 rRNA koeficientem 16S
Acc. No. Accession number identifikacni Cislo sekvenci v
GenBank
bp base pairs pary bazi
CTAB cetyl trimethyl amonium bromid
fluorochrom 4-6- diamidino—2—
DAPI fenylindol . 2 HCI
DNA Deoxyribonucleic acid deoxyribonukleova kyselina
dNTP deoxynucleosid triphosphate deoxynukleozidtrifosfat
EY
FD Flavescence dorée
International Research Programme on
IRPCM -
Comparative Mycopatholology
kb kilobase kilobaze
LB Luria-Bertani (médium)
MLOs Mycoplasma like organisms organismy podobné mykoplazmam
PCR Polymerase Chain Reaction polymerazova fetézova reakce
restriction fragment length délkovy polymorfizmus
RFLP - oo o
polymorphism restrikénich fragmenti
TAE Tris acetate EDTA buffer Tris-acetatovy EDTA pufr
TBE Tris borate EDTA buffer Tris-boratovy EDTA pufr
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10. Prilohy
SloZeni pouZitych roztoku a ptiprava médii:

Luria-Bertani (LB) médium (250 ml)

Kasein hydrolyzat 2590
Kvasni¢ny autolyzat 1,259
Pepton 1,259
NaCl 250
H.0 250 ml
Agar (tuhé LB) 459
pH 7,2-7,4

(Autoklavovat 25-30min/120°C)

SOC médium pro p-GEM-T kit

Pepton 2,049
Kvasni¢ny extrakt 059
1 mol.I"* NaCl 1ml
1 mol.I" KClI 0,25 ml
2 mol.I" Mg? roztok 1ml
2 mol.I" glukoza 1ml

Mg** roztok:

MgCl,.6 H,0O 20,339

MgSQO,.7 H,O 24,659

(Doplnit vodou do 100 ml.)

Pepton, kvasni¢ny extrakt, NaCl a KCI byl rozpustén v 97 ml vody, autoklavovan a po
zchladnuti na pokojovou teplotu byl pfidan roztok Mg2+ a glukéza. Doplnéno sterilni

vodou do 100 ml.

TAE purf (11, 50x zasobni roztok)

TRIS base 242 g
Kyselina octova 57,1 ml
Na,EDTA.2 H,0O 37,29

o1



(Doplnit vodou do 11.)

Seznam pouzitych chemikalii:

PCR reakce:

ELFO:

Izolace DNA z gelu:

RFLP:

Klonovani:

Sekvencovani:

deionizovana voda

dNTP (Promega)
Go Taq ™ DNA polymeréaza (Promega)

agardza (Amresco)

TAE pufr

barvivo GelRed ™ (10 000x v DMSO, Biotium)
Gene Ruler™ 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)

0,1% roztok bromfenolové modti v 30% glycerolu

QIAquickR Qiagen Gel Extraction Kit (QIAGEN)

deionizovand voda
dNTP (Promega)
Pufr

BSA

Restrikéni endonukleaza

pGem-TR Vector System (Promega)

SOC médium

LB médium

zasobni roztok ampicilinu (100 pg/pl, Sigma-Aldrich)

zasobni roztok X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-
galactopyranoside) (20 mg/ml, rozpustén v dimethylformamidu)
zasobni roztok IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside)

(200 mg/ml, rozpustén v destilované vod¢)

Big Dye sequencing terminator kit (PE Biosystems)
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Tab. €. 20: Ptistrojové vybaveni laboratofe

Pristroj Vyrobce
Centrifuga MR 22i Jouan
Dokumentac¢ni zatizeni Syngene Syngene, Ltd.
Dry-block R DB 2D Techne
Elektroforéza Power Pack P25 Biometra
Flowbox TELSTAR PV-100 Telstar
Fluorometr Hoefer DyNa Quant 200 Hoefer
Hlubokomrazici box MDF-U52V Sanyo
Mikrovinnd trouba Daewoo

Minicentrifuga Spectrafuge mini 25D

Labnet International, Inc.

Nanodrop ND - 1000 (V.3.7.0)

Thermo Scientific

PCR cycler T-Personal

Biometra

Sekvenator ABI PRISM model 3730

PE Applied Biosystems, USA

SPD SpeedVac SPD111V

Thermo Savant

Spectrafuge 16M Labnet
Termostatovana tfepacka tm-30, SM-30 | Edmund Bithler Gmbh
Vahy AaD EK-200G A&D Co. Ltd.
Vortex MS1 Minishaker IKAY
Tab. €. 21: Pouzité PC programy
Program Vyrobce
BLAST GenBank
Clustalw (MEGA 5.0) http://www.megasoftware.net/
GeneSnap Syngene, Ltd.

iPhyClassifier

http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-
bin/resource/iphyclassifier.cgi

Microsoft Excel

Microsoft Office 2010

Microsoft Word

Microsoft Office 2010

Segman

DNASTAR, Lasergene
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Tab. ¢. 22: Seznam fytoplazem skupiny 16S rV (GenBank - http://www.ncbi.nlm.nih.

gov/pmc/) Soubor sekvenci ribozomalniho genu 16Sr RNA z GenBank

GenBank
Organismus Identifikaéni | Autor/ rok Hostitel Zemé
¢islo
sekvence
. Alnus . .
AY028789 Valiunas, D./2001 - Lithuania
glutinosa
AY197642 Lee, 1.M./2004
Alder yellows phytoplasma AY197646 |Lee, .M./2004
AY197647 Lee, 1.M./2004
Y16387 Seemiiller, E/1998 | ANUS Southern
glutinosa Italy
AF122911 Griffiths, H.M./1999 | Ulmus rubra | USA
AF189214 Davis, R.E./1999 New York
AY197655 Lee, 1.M./2004
AY197656 Lee, 1.M./2004
AY197657 Lee, 1.M./2004
AY197658 Lee, 1.M./2004
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ HMO038455 | Jovic, J./2011 Ulmus minor | Serbia
HMO038456 | Jovic, J./2011 Ulmus minor | Serbia
HMO038457 | Jovic, J./2011 Ulmus laevis | Serbia
HMO038458 | Jovic, J./2011 Ulmus laevis | Serbia
HMO038459 | Jovic, J./2011 Ulmus laevis | Serbia
HMO038460 |Jovic, J./2011 Ulmus minor | Serbia
133763 Gundersen, D.E./1994 | Catharanthus
roseus
AF176319 Davis, R.E./2001 Francie
- AY197643 | Lee, 1.M./2004
"Ca. Phytoplasma vitis”
AY197644 Lee, 1.M./2004
AY197645 Lee, 1.M./2004
o AF279272 | Han, M.S./2000 Zizyphus | o ren
‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ jujube
AF305240  |Harrison, N.A./2000 Cina
Flavescence doree phytoplasma | \0150919 | Griffiths, H.M./1999 | APOSYIUM | \ey vork
HD1 cannabinum
fytoplazma JWB-G1 ABO052876 |Jung, H.Y./2007 Japonsko
fytoplazma JWB-Ko ABO052879 |Jung, H.Y./2007 Korea
AY197654 Lee, 1.M./2004
Hemp dogbane yellows c B
phytoplasma EF029092 | Zhao, Y./2010 Sp"’g‘”a S | ¢ina
Cherry lethal yellows AY197659 | Lee, 1.M./2004
phytoplasma
AY197661 Lee, 1.M./2004
Jujube witches'-broom DQ886426 WU, Y./2006 Cina
phytoplasma FJ154844 Zhu, X./2008 jujube Cina
FJ154845 Zhu, X./2008 jujube Cina
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Tab. ¢. 22. : Pokradovani

GenBank
Organismus Identifikaéni | Autor/ rok Hostitel Zemé
cislo
sekvence
FJ154846 Zhu, X./2008 jujube Cina
FJ154847 Zhu, X./2008 jujube Cina
China:
FJ573230 Xu, Q./2009 jujube Beijing,
Xiangshan
GU574807 | Gao, J./2010 Cina
GU586972 | Li, Z.N./2010 Apple Cina
GU594058 | Gao, J./2010 Cina
HM016218 | Jian, H./2010 Ziziphus Cina
jujuba
HM989945 | Yu, X.M./2010 Cina
HM989946 | Yu, X.M./2010 Cina
HM989947 | Yu, X.M./2010 Cina
HM989948 | Yu, X.M./2010 Cina
transmitted
Mycoplasma sp. X76560 Seemiiller, E./2003 fr_or_n Vitis Francie
vinifera to
Vicia faba
Nectarine yellows phytoplasma | AY332659 Lee, .M./2003 Indie
New York elm yellows DQ863282 | Jomantiene, R./2006 | elm New York
phytoplasma
Paper mulberry witches'-broom AY576685 Liu, Q./2004
phytoplasma
AY197660 Lee, 1.M./2004
Peach yellows phytoplasma AY332658 | Lee, 1.M./2003 Indie
HM590624 | Mitrovic, J./2010 periwinkle Italie
Periwinkle yellows phytoplasma | EU375835 | Che, H.Y./2008 rcoasghuzramhus Cina
Phytoplasma sp. X68376 Seemiiller, E./1994
AY197648 Lee, 1.M./2004
AY197649 | Lee, 1.M./2004
AY197650 | Lee, 1.M./2004
Rubus stunt phytoplasma AY197651 Lee, 1.M./2004
Rubus
Y16395 Seemiller, E./199g | Tuticosus | Southern
(wild Italy
blackberry)
Virginia creeper phytoplasma AF305198 Harrison, N.A./2000 Florida
Wax leaf privet witches'-broom AB293422 | Jung, H.Y./2008 !_lgust_rum Korea
fytoplazma japonicum
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