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Souhrn

Fytoplazmy jsou prokaryotni organismy, které bylgppvé pozorovany v roce
1967. Kolonizuji sitkovice rostliniimz brani transportu latek, a navic hostitelskdliras
odnimaji dstové a zasobni latky, cozigmbuje vyraznéustové zminy, které vedou ke
snizeni kvality a mnozstvi vynibs Jsou proto ekonomicky vyznamnymi rostlinnymi
patogeny. Do hostitelskych rostlin se dostavaji poinboda¥ savého hmyzu. Vifpact
CandidatusPhytoplasma prunorum@a. P. mali se jedna o mery rofacopsylla

Cilem bylo detekovat fytoplazmu evropské Zloutenggckovin v jedincich
Cacopsylla prunia fytoplazmu proliferace jablénv jedincichC. pictaa C. melanoneura
Ve vSech pipadech se jednalo o mery odchycené na zimoviShéhe byla stanovena
koncentraceCa. P. prunorum ve vektoru pomoci kvantitativni PCR/sMdky této prace
rozSiily poznatky o molekularni epidemiologii fytoplazearbionomii jejich vektat.

Celkem bylo odchyceno a analyzovdno 803 jetliG@copsyllaspp. (346 kus
C. pruni 141 kus C. pictg 316 kus C. melnanoneura Fytoplazma evropské Zloutenky
peckovin byla detekovana v 21 % sd@ne23 % samicC. pruni Fytoplazmu proliferace
jabloré obsahovalo 10 % sarn@a 19 % samidC. pictaa 9 % samt a 19 % samic
C. melanoneuraRozgti koncentrace fytoplazmy evropské Zloutenky peakavsamcich
C. pruninabyvalo hodnot 1 az 6 538 156 kopii na jednodng. V samicich byl zjigh
obsah ESFY v rozmezi 1 az 4 092 739 kopii.



Summary

Phytoplasmas are procaryotic organisms that wes¢ dibserved in 1967. They
colonise sieve tubes, preventing the transport aften and also take the host growth
and storage substances, causing significant graWw#mges that lead to reduced quality
and quantity of yields. They are therefore econattyamportant plant pathogens. To the
host cells they come by the help of sap-feedingansin the case o€andidatus
Phytoplasma prunorum ar@h. P. mali the insect is of thH@éacopsyllagenus.

The aim of the work was to detect the europeamestéruit phytoplasma
in Cacopsylla pruniindividuals and the apple proliferation phytoplasnmm C. picta
andC. melanoneuraindividuals. All individuals were collected in awéntering sites.
Furthermore, the concentration @fandidatusPhytoplasma prunorum was established
by quantitative PCR inC. pruni This work extended knowledge of the molecular
epidemiology of phytoplasmas and vector bionomics.

Total the 803Cacopsyllaspp. individuals (346 pieces @&. pruni 141 pieces
of C. picta 316 pieces ofC. melanoneurpwere collected and analysed. European stone
fruit phytoplasma was detected in 21 % of males 2Bdo of femalesC. pruni Apple
proliferation phytoplasma was contained in 10 %mafles and 19 % of femal€s picta
and 9 % of males and in 19 % of femalés melanoneuraThe ESFY concentration
in males was measured in the range of 1 to 6 58&tpies per individual. In the females

the concentration was found in the range of 1892 739 copies.
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1 Uvod

PredloZzena diplomova prace se zabyva studiem fyteptazCandidatus
Phytoplasma pruni @andidatusPhytoplasma mali v populacich vektara zimovistich.
Fytoplazmy jsou prokaryotické organismy, které hgidsitkovice hostitelskych
rostlin. Napadené rostknodnimaji zasobni aistové latky a brani transportu latekmz
zpasobuji vyrazné tustové zmdny. V disledku €chto znén dochazi ke sniZzeni kvality
amnozstvi vynag coZz ma za nasledek zm& ekonomické ztraty.Candidatus
Phytoplasma pruni napada rod slivoni, hostitel@andidatus Phytoplasma mali je
piedevsim jabld domaci. V obouiipadech se jedna o hospégldy vyznamné patogeny.
Vektorem fytoplazmy evropské Zloutenky peckovingacopsylla pruni vektory
fytoplazmy proliferace jablan jsou Cacopsylla pictaa C. melanoneura Pro detekci
fytoplazem vé&chto vektorech byla pouzita vysoce citliva metodasted PCR.
U pozitivnich jediné C. prunibyla téZ provedena kvantifikace ESFY pomoci qPCR.
Cilem prace bylo roz&f poznatky o molekularni epidemiologii fytoplazem
a bionomii jejich vektak. Vysledky prace pomohou navrhnout dpat, které by omezilo

nebo zamezilo &ni fytoplazem v intenzivnich vysadbach.



2 Cile prace
Cilem diplomové prace bylo:

1. Vypracovat literarni reSerSi na téma molekularnidemiologie Candidatus
Phytoplasma pruni @andidatusPhytoplasma mali.

2. lzolovat DNA z jediné vektori Cacopsylla pruni C. picta a C. melanoneura
odchycenych na zimovistich.

3. Detekovat fytoplazmyCandidatusPhytoplasma pruni &€andidatusPhytoplasma
mali pomoci nested PCR.

4. Stanovit koncentraci fytoplazmy ve vektorilCacopsylla pruni pomoci
kvantitativni PCR.



3 Literarni p iehled

3.1 Uvod do problematiky fytoplazem

Fytoplazmy jsou bakterie nalezici do eMohi Tenericutes tridy Mollicutes
(Bergeset al, 2000). Poprvé byly pozorovany v Sedesatych leteeed@tého stoleti pomoci
elektronového mikroskopu (Daat al, 1967). Tyto kulaté az vlaknité fky jsou velké
200 — 800 nm a nemaji betmou stnu (IRPCM, 2004). Jejich genom o velikosti 600 —
2200 kb (Marconeet al, 1999) je charakteristicky nizkym obsahem cytogjch
a guaninovych bazi (Gundersen al, 1994; Seemilleet al, 1998). Jejich fivod je
pravdépodobré odvozen od grampozitivnich bakterii skupiny lalgohi (Bai et al, 2004).
Fytoplazmy pezivaji a mnozi se pouze v hypertonickém penf na hypotonické
prostedi jsou citlive. Mohou se rozmnoZovat ¢pnim, gehradénym cElenim
a fragmentaci vlaken (Seemdlkdral, 2004).

V roce 1967 byl poprvé zji& vyskyt fytoplazem v sitkovicich aster (Dei al,
1967). Dnes je jiz znamo, Ze fytoplazmyagpbuji onemoatni fady rostlin, ¥etns téch
hospodé&sky dilezitych, u kterych snizuji kvalitu a mnoZstvi vio Z tohoto dvodu
fytoplazmy pati mezi ekonomicky vyznamné patogeny.C¥ské republice se vyskytuiji
karanténni fytoplazmyCandidatus Phytoplasma mali,Ca. Phytoplasma prunorum,
Ca. Phytoplasma pyri, Stolbur Phytoplasma. V Evropskié se dale vyskytuji fytoplazmy
jako Grapevine flavescence dorée phytoplasma, Pessdite phytoplasma, Western X
disease phytoplasma a dalSi, které jsoudbyazeny mezi karanténni.

Fytoplazmy kolonizuji sitkovice rostlin a mohou sgskytovat i v ptivodnich
parenchymatickych hikach hostitele (IRPCM, 2004). Do hostitelského argau se
dostavaji pomoci svého vektora, zejména zastuacteledi Psylloidea Tento hmyz se
Zivi rostlinnymi $avami, se kterymi fi¥e nasat i fytoplazmu, jenz se v jeho organismu
pomnozi. B nabodnuti dalSi rostliny je tak fytoplazm&epesena na nového hostitele.
Jedna se tedy o perzistentniugpb gFenosu. Hmyzi vektor &Sinou gFitomnosti
fytoplazmy ovlivien neni, ale vé&kterych gipadech mze fytoplazma zjsobit jeho
predéasnou smrt (McCogt al, 1989).

Pfiznaky napadeni fytoplazmou jsou dany jejich vyshkytv sitkovicich rostlin.

Narusuji funkce tohoto rostlinného pletiva atskédku toho dochazi Kistovym zngnam.



Tyto zmeny jsou dany odnimanim zasobnichaatovych latek fytoplazmou, protoZze se
jedna o nutdné narané organismy (Seemillet al, 2004). Krond odnimani pro rostlinu
dulezitych latek téz blokuji transport latek v rosili coz se oft odrazi na morfologii
rostliny. Mezi typické piznaky infekce fytoplazmou pamnagiklad redukce velikosti ligt
Zloutenka, chlorotickd svinutka argofasné opadavani [ist sterilita kwta, prediasné
opadavani nebo zasychani plpgostupné odumirani vyhdraz celého stromu (IRPCM,
2004). V rekterych pgipadech vSak d¥e byt infekce bezfznakova, tzv. latentni
(McCoyet al, 1989).

3.2 Taxonomickéelenéni fytoplazem

Podle IRPCM (2004) jsou fytoplazmy, na zaKiagskkvekni analyzy 16SrDNA,
rozckleny do patnacti skupin. Jsou to skupiny Aster oygHl group (16Srl), Peanut
witches’-broom group (16Srll), X-disease group (16)S Coconut lethal yellowing group
(16SrlV), EIm yellows group (16SrV), Clover proliggion group (16SrVI), Ash yellows
group (16SrVIl), Loofah witches -broom group (168tY Pigeon pea witches -broom
group (16SrIX), Apple proliferation group (16Sr®ice yellow dwarf group (16SrXI),
Stolbur group (16SrXIl), Mexican periwinkle vireswe group (16SrXIll), Bermuda grass
white leaf group (16SrXIV) aCa. Phytoplasma brasiliense' group (16SrXV) (IRPCM,
2004). Skupina 16SrX je dle IRPCM reprezentovarsi 3&ndidatnimi druhy, jeZz jsou

uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Kandidatni druhy Apple proliferation grod®SrX).

Kandidatni druh \g\f&tg Vyskyt v CR Ganl?\laorfk Ac.
(Seecn?uﬁehg:%%ﬁﬁgger:églm@ ano (Breaketal, 1072 | AIS42541
(See(r:natn|Per:eyttglfc);Irzilr?::riﬁlepr),y 2004) a0 | (Glatingetvaha, 1074)  AJ542543
(Sceirrﬁ)ttllﬁole?girrr neider. C)zrsgl) ano (Blating 1977) AJS42544

C(&aiscﬁoeg? 2{?258%””. ano ne X92869
SIS | e ||
o Obrconeet 2 2008) ne ne AY135523
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NejvyznamrjSim zastupcem skupiny 16 SrX {@andidatusPhytoplasma mali,
ktera zgisobuje vazné onemogmi jabloni znamé jako proliferaci jabl®Seemdlleet al,
1994). Tento patogen ike rovréZz napadat peckoviny (Leet al, 1995). Skupina
proliferace jablot vSak zahrnuje i jiné fytoplazmy zodpminé za onemoeéni ovocnych
stromi v Evrog. Jsou to fedevSimCa. Phytoplasma prunorum, @gobujici evropskou
Zloutenku peckovin, &a. Phytoplasma pyri, ktera jeipinou chiradnuti hrusé (Seemdiller
et al, 1994).

Tato diplomova prace se zabyva pouze fytoplazmaapské Zloutenky peckovin
a fytoplazmou proliferace jablénproto bude déle uvedena charakteristika poscietd

dvou mikroorganisrin,

3.3 CandidatusPhytoplasma prunorum

Fytoplazma, zfisobujici onemoami znamé jako evropska Zloutenka peckovin,
byla detekovana kad evropskych zemich, n#glad ve Francii, Italii, Nmecku,
RumunskuRecku, Spa#isku, Svycarsku a v neposledmit i v Ceské republice (EPPO,
1996b). Jeji Hitomnost byla zji&na i v Turecku (Jarausdt al, 2000)

Jejimi hlavnimi hostiteli jsou ovocné stromu rd@nus a to gedevSim mernika
(Prunus armeniacg broskvar (Prunus persicg trnka Prunus spinosg sliva Prunus
insititia), Svestka domaciPfunus domestidaa slivar japonskou Prunus salicing. Déle
napada mandioobecnou Prunus dulci¥ a viSei pilovitou (Prunus serrulata (Seemiuller
et al, 1998). Na zakladPCR-RFLP analyz byl tento patogen zjisi v mnoha dalSich
druzich rodPrunus Dale mize @irozere infikovat nékteré plevele, jako néjklad svidec

rolni (Convolvulus arvensjsebo troskut prstnatyCf/nodon dactylon(Németh, 1986).

3.3.1 Fiznaky evropské Zloutenky peckovin

NejlepsSi doba pro detekciipnaki napadeni ESFY jeied kvetenim strofha na
konci léta, ale symptomy onemacr Ize pozorovat v m@béhu celého roku.
NejvyrazréjSim piiznakem je vyrazna zakrslost infikovanych stéorhisty infikovanych
strom jsou ¢asto svinuté s mirnou az silnou Zloutenkou. &apku jsou modifikovany jen

listy na jednotlivych ¥tvich, postupd se vSak tento symptom roia§e do celé koruny.
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Déle mohou mit listy zmenSetépele neboigdiasré opadavat. Nagklad u druhuPrunus
salicinadochazi k redukci velikosti ligta k jejich zabarveni déervena. Napadené stromy
maji rovrez redukovany peet nasazovanych kia. Plody byvaji mensijpdiasre
dozravaji a opadavaji nebo mohou r#vich zasychat (EPPO, 1996b). Infikované stromy
merurek odumiraji 12 - 24 wgsial po vyskytu prvnich fiznaki. Z tohoto dvodu je
evropska Zloutenka peckovin vyznamnym onem$oom ovocnych strofy které vyraziy
ovliviiuje ekonomické vynosy z jejichéstovani. Ve Francii je fytoplazma evropskeé
Zloutenky peckovin zodp@dna za uhyn 60 - 70 % strammerurtk (EPPO, 1996b).

3.3.2 Distribuce v rostlig

Distribuce fytoplazmy zavisi na jejim hostiteli, tenakcich s hostitelem
a v neposledniacd na fytoplaznd samotnéCandidatusPhytoplasma prunorum vigehu
celého roku osidluje kKeny napadeného stromu. Dale seiZzem vyskytovat v jeho
vrcholovyché¢astech a to idhem zimy (Seemdllest al, 1998), coz potvrdili svymi pokusy
i Jarausclet al. (1999). Timto se ESFY odliSuje od proliferacegab, ktera zimni obdobi

pretrvava pedevsim v kenech.

3.3.3 Zpisoby grenosu

Fytoplazma evropské Zloutenky peckovifiza byt jenesena z jednoho stromu na
druhy akovanim a roubovanim. Tento igob genosu je mozny v pbéhu celého roku,
protoze ESFY feziva ve vrcholovycltastech stromu i v zitn(Seemdlleret al, 1998;
Jarausctlet al, 1999). Doposud nebyl prokadzarepos semeny. Naset al. (2008) sice
pomoci PCR prokazalifffomnost ESFY v semenech pochazejicich z napadestyaimi,
pochazejici ze zdravych strém

VyznamrgjSim zpsobem penosu je fenos pomoci vektora. \fipad Ca.
Phytoplasma prunorum se jedna o m€acopsylla pruniktera tohoto patogenagmasi

perzistenta.
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3.4 CandidatusPhytoplasma mali

Fytoplazma proliferace jabléne rozsfena téndt po celé Evrop, dale také v Syrii
aVv Turecku. Jejim hlavnim hostitelem je jabldoméaci Malus domestica pricemz
jednotlivé odédy vacéi ni vykazuji fiznou citlivost. Mezi nejvice citlivé ofdy pati
napiklad Florina a Prima (Loét al, 1995) a mezi tolerantni ndklad Spartan a Wealthy
(Németh, 1986). K dalSim hostiieh sefadi Dahlia cultorum(Kaminskaet Sliwa, 2008)
Prunus avium, Prunus armeniaca a Prunus domestidehle et al, 2006). Tato

fytoplazma niZze byt ungle prenesena naizné druhy rodiMalus (Németh, 1986).

3.4.1 Riznaky proliferace jablodé

Priznaky onemoaini proliferace jablo# jsou zn&n¢ variabilni acasto se projevu;ji
jen v rekterych ¢astech koruny. Mezi typickétignaky pati tvorba metlovitych #tvi,
piicemz b&ni vyhony metel sviraji ostry thel s termindlemlelge u infikovanych stroin
vyskytuji zwtSené palisty majici charakter malého listu. Typifdou také malé zakulacené
listy s nepravidelnym vroubkovanim.il®zité je pozdni a opakované kveteni, které se
podepisuje i na sniZzeni kvality a mnozstvi ilodapadené stromy mohou r@émodumirat
(EPPO, 1996a).

3.4.2 Distribuce v rostlig

Bylo zjisttno, Ze distribuceCa. Phytoplasma mali v napadenych stromech neni
béhem roku konstantni (Schaper Seemdller, 1982). Seemdllet al. (1984) uvadji, Zze
v zimnich ngsicich dochazi ke sniZzovani koncentrace fytoplazrkyneni infikovaného
stromu v disledku degradace sitkovic. Bagtal. (2011) zjistili, Ze v této dabje nej\&tsi
koncentrace fytoplazmy v kenech. Ke znovuosidleni kmene fytoplazmou dochazi
v dubnu aZz kétnu a maximalnich koncentraci v kmeni fytoplazmaatwije koncem léta.
Béhem jara se fytoplazma nevyskytuje ve vrcholowastech rostlin, maximalnich hodnot
v téchto mistech dosahujecervenci az prosinci (Pedrazzat al., 2008), picemzZ tento
fakt neni mozno vysilit teplotni citlivosti patogena, protoZze bez désha preziva i i
teplotach + 4 az - 20 °C (Seemiltr al, 1984).Distribuce fytoplazmy ve stromech je
v3ak ovlivrena vysSimi teplotami. Ve Francii bylo zgab, Ze infikované stromy vykazuji

symptomy onemocmi pii teplotach 21 az 25 °C, aleipeplotach 29 az 32 °C jsou
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symptomy potléeny a fytoplazma osidluje pouze tkay. SniZzeni teplot vede
k opitovnému osidleni kmene patogenem (Ducroegtiet, 1986).

3.4.3 Zpisoby genosu

Existuji dva zfisoby enosu proliferace jablén Prvni zfisob je penos pomoci
roubi nebo @ek, tedy vegetativni (Seidit Komarkova, 1974). Druhym a vyznaggim
zpasobem je fenos pomoci vektér kterymi jsou pedevSimCacopsylla melanoneura
aCacopsylla pictgdSeemdiller, 1990).

Vektori proliferaci jablo jsou charakteristti perzistentnim jfnosem tohoto
patogena. fezimujici dosplci na jae migruji ze svych zimowisdo ovocnych sad kde
v pribéhu c¢ervna a cervence produkuji novou generaci (Mattedt al, 2008).
Ca.Phytoplasma mali je fpnaSena pouze dad$@, pienos larvami nebyl potvrzen
(Tedeschet Alma, 2004).

3.5 Vztah fytoplazma — vektor

Rad Hemiptera zahrnujéitpodiady, a toHeteroptera(plostice), Sternorrhyncha
(mSicosavi) aAuchenorrhynchaktisi). Do podadu Sternorrhynchaspada, mimo jiné,

i nacteled” Psylloidea (mery) zahrnujici zhrubaittisice celos¥tové rozStenych druli
véetre zhrubacdtyi set druli vyskytujicich se v Evrap (Burckhardt, 1994)Psylloidea
zahrnuji Sesteledi wetrg ¢eledi Psyllidae (meroviti), do které je¢azen rodCacopsylla
zahrnujici  vSechny tdezité vektory fytoplazem napadajici ovocné stromy,
a to iCacopsylla melanoneus&. pictaaC. pruni

Pro determinaci nejvyznam§Sich zastupi rodu Cacopsyllaspp. bylo #izeno
webové rozhrani www.psyllidkey.info (Burckhardt al, 2008), které je v s@asnosti
dostupné v anglickém a&meckém jazyce.

Vektorem fytoplazem je bodavsavy hmyz, ktery fytoplazmu nasava spolu se
gtavou z floému rostlin, ktera je jeho potravou. \Gekinize fytoplazmu fenést az po
uplynuti inkub&ni periody (Carraret al, 2011). Délka inkubani, neboli latentni, periody
se pohybuje néastji od dvou doctyr tydni (ale mize trvat az 80 dni) a je zavisla na

teplog€ (Murral et al, 1996). Bhem latentni periody dochazi k namnozeni fytoplazmy
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a jeji cirkulaci v ¢le vektora. Tento patogen s¢hiem nasavani rostlinnyckid dostava do
epitelu dutiny Ustni, kde se pomnoZzi. Posléze stastd dodini dutiny a hemolymfy, kde
se dale pomnoZuje. Aby bylignos patogena U&ny, musi se fytoplazma dostat do
slinnych zlaz hmyzu, odkud sehem sani v dostane do nového hostitele (Tsai, 1979),
piicemz zde musi jeji mnozstvi dosahnout dosteteysoké koncentrace.

Vliv fytoplazmy na vektora je zga¢ variabilni a je ufen druhem vektora, ¥¢Simi
faktory prostedi, a to pedevSim teplotou. Fytoplazmauke mit na sveho vektrora
negativni nebo pozitivni vliv, jako je tomu rédgad u fytoplazmy Zloutenky aster
a vektoraMacrosteles quadrilineatud’ra¥ u saméek tohoto vektora dochazi ke zvyseni
plodnosti a prodlouzeni délky jejich Zivota (Beardat al, 2000).

3.6 Biologieceledi Psyllidae

V¢étSina mer, a to larvy i dosfei, se Zivi nasavanint8v z floému rostlin, ficemz
maji ucité potravni preference. Ngjsgji jsou mery monofagni, coz znamena, Ze preferuji
pouze jediny rostlinny druh, mohou byt vSak i of@ggni nebo polyfagni (Ossiannilsson,
1992). Dospli jedinci jsou étSinou schopni d&asreé napadat i jiné, nez-li preferované,
rostliny.

Drtiva tSina druli ¢eledi merovitych je typicka pohlavnim rozmnoZovanjsou
vSak znamy i fipady partenogeneze (Hodkinson, 1974). Mery klgumilouhla vagka do
rostlinnych pletiv a to, v zavislosti na druhu, mavé pupeny, dotky nebo na listy, kde
zpasobuji deformaciepele. Larvy prochaziép vyvojovymi stadii, Ehem kterych jsou
dorzoventrala zploSglé. Jizni a tropické druhgeledi Psyllidae jsou polyvoltinni, coz
znamena, Ze majichem roku gkolik potomstev. Druhy mirného pasu jsou naopak
bivoltinni ¢i univoltinni. Tyto druhy pezimuji jako vajtka, larvy nebo dosiici na svych
zimoviStich a na j& se vraci ke svym hostiteh (Burckhardt, 1994).

Dulezité ulivoltinni druhy, jako jsouCacopsylla melanoneuyaC. picta a C. pruni
piezimuji jako dosgici a obligate stidaji své rostlinné hostitele prorgzimovani
a reprodukci Cermaket Lauterer, 2007). Usthto druli bylo prezimovani pozorovano ve
vySSich nadmiskych vyskach na jelhanech, ficemZ migrace na zimoviSta zgt je
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piima a nfize probihat i na dlouhé vzdalenosti, jakofifidpd uC. pruni kdy mize byt
délka migrace az 27 km (Thebagidal, 2009).

Souwasné studie ukazuji, Ze chemické latky vghané hostitelskymi rostlinami
ovliviuji migratni chovani mer. Kujkladu migraceC. melanoneuranezi hostitelskymi
rostlinami koresponduje se Znou preferenci k rostlinantbem Zivotniho cyklu této mery
(Mayer et Gross, 2007). Grosst Mekonen (2005) zjistili, Ze pachy vylované rostlinami
ovliviwuji chovani iC. picta (monofagni druh) &. melanoneurgoligofagni druh). Bylo
zjisténo, Ze fytoplazmou napadené stromy jabloni jsou @ropicta atraktivrejSi, nez
stromy zdravé, za coZ jsou zodpdmé pra¥ specifické latky vyldovaneé infikovanymi

stromy (Mayeret al, 2008).

3.7 Vektari CandidatusPhytoplasma prunorum

Jako jediny vektor fytoplazmy evropské Zloutenkyckmin byla oznéena
Cacopsylla pruniScopoli).C. prunije druh vyskytujici se v té#h celé Evrog (Lauterer,
1999) a gedni Asii.

Tato mera je oligofagni druh Zijici na rostlingolu slivoni Prunusspp.). BEhem
roku vyprodukuje jedinou generaci a jeji désp prezimuji na jehkinanech. Na konci
zimy dosglci migruji zpt do sad na stromyPrunus spp., kde se rozmnozi. Nova
generace v sadeclistava az do zatkucervence, kdy odléta Zpna zimovist (Carraroet
al., 2001).

3.8 Vektari CandidatusPhytoplasma mali

V sowasnosti jsou znami dva vekiofytoplazmy proliferace jablaf a to
Cacopsylla pictaa C. melanoneurdFoerster, 1848).

C. pictaje rozstena pouze v Evr@pjakozto monofagni druh Zijici na jablonich
(Malus spp.). Bhem roku vyprodukuje pouze jednu generaci, jejigpgloi prezimuji na
jehlicnanech. Na j& seC. pictavraci ze zimovi§ zpet na jablog, kde klade vagka.
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Jedinci nové generace Ziji na jablonich az deatka cervence, kdy je opoudt jako
dosglci (Tedeschet al, 2009).

Cacopsylla melanoneurge oligofagni druh Zijici na rostlinaakeledi fizovitych
(Rosaceag predevSim na hlohuQrataegusspp.), jabloni Kalus spp.) a hrusniRyrus
spp.). Zivotni cyklus je stejny jako@. pictas tim rozdilem, Ze doslei prilétaji do sad
diive a steji tak nova generacéditdle odléta na zimovi§t(Mattediet al, 2008).

Na wtSiné studovanych Gzemich se vyskytovaly picta a C. melanoneura
spole&né nebo se zde vyskytovala pouZzemelanoneurdgJarausclet al, 2003; Mattediet
al., 2008; Tedeschet al, 2002). Porovnanim vyznamnostthto dvou vektar se ¥novalo
nekolik studii, které vSak dosly ke zcela rozdilnym vysledkn. V Némecku a severni
Italii byla jako efektivijSi vektorCa. Phytoplasma mali ozganaC. picta(Jarausclet al,
2003; Carraret al, 2008), naopak v Aosta Valley v Italii byla jaka¥ni vektor oznéena
C. melanoneurgTedeschiet al, 2002). Navic v Mmecku bylo zji&no (Mayeret al,
2009) ZeC. melanoneurdytoplazmu proliferace jabl@gneni schopnaipnést.

Fytoplazma proliferace jablénje jedinou fytoplazmou, u které byl zaznamenan
pienos pomoci mer i fksi. Bylo zjiS€no, Ze tato fytoplazma ime byt, alespod
v experimentalnich podminkachiepesena pomociiisa Fieberiella florii (Tedeschiet
Alma, 2006). AvSak vyznamienosu pomodk. florii zastava diskutabilni.

3.9 VyuZziti real-time PCR ve studiu fytoplazem

Real-time PCR Ize ip studiu fytoplazem pouzit pro detekci a molekukarn
epidemiologicka studia. Jedna se o metodukieré dochazi ke kontinualni amplifikaci
a detekci pirastku amplikom béhem kazdého cyklu. Detekce fytoplazem je obvykle
provadina pomoci konvami PCR s primery navrzenymi na 16S rRNA.tKyejich nizké
koncentraci ve vzorcich je atasto nutné pouzit nested PCR. V posledng&dabpro jejich
detekci vyuziva i metoda real-time PCR, kter4 n@vsatelnou citlivost s nested PCR
a oproti konvedtni PCR mé&adu vyhod: je fesrgjsi, rychlejSi, ma &sSi dynamicky rozsah
a je @i ni niZ8i riziko kontaminaci. Krotndetekce je mozno real-time PCR uplatrit p
studiu epidemiologie fytoplazem, r@dad pi stanoveni infektivity hmyzich vektor

a hodnoceni rezistence rostliiacvfytoplazmam.
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Vyvojem postuf detekce fytoplazem pomoci real-time PCR se v postd letech
zabyvalafada pracovnich skupin. Pro urychleni detekandidatusPhytoplasma mali
navrhli Baricet Dalla-Via (2004) postup vyuzivajici multiplex reahe PCR, Bhem které
dochazi k simultanni amplifikaci 16S rRNA genu pghoa a chloroplastového genu
jablorg. Pro urychleni diagnostiky a zjednoduSeni stu@andidatus Phytoplasma
prunorum navrhli Yvoret al. (2009) postup detekce, ktery Ize uplatnit pro zasturodu
slivoni i vektoraCacopsylla pruniHodgettset al. (2009) se zabyvali rutinni diagnostikou
fytoplazem a vytviili postup pro univerzalni a skupindvspecifickou detekci, ktery
vyuZziva primery a sondy navrzené na 23S rRNA. Uaigai detekci fytoplazem vyvijeli
i Oberhansliet al. (2011). Jejich postup je zaloZzen na simultannilaetiytoplazmy a 18S
rRNA genu hostitele pomoci TagMan sond.

SoukEzr¢ s pouzitim real-time PCR pro detekci fytoplazentate metoda zala
pouZzivat i pro jejich kvantifikaci, a to v rostlick i hmyzich vektorech. Christensenal.
(2004) studovali mnoZstvi fytoplazem v rostlinaclepch lokalizaciin situ (s vyuzitim
metody bioimaging). Torrest al. (2005) navrhli postup pro citlivou a simultanni el
a kvantifikaci fytoplazem skupiny 16SrX v rostlimh@ dale srovnavali citlivost detekce
pomoci konvetni PCR, nested PCR a real-time PCR. Vysledkem hjieni, Ze citlivost
nested a real-time PCR je srovnatelna. Toeteal. (2010) aplikovali postup kvantifikace
ESFY v fiznych kultivarech Svestky. Martiret al. (2011) studovali zavislost ¥j$ich
piiznali infekce hostitelskych straimrodu Prunus na koncentraci fytoplazmy evropské
Zloutenky peckovin a zjistili, Ze &itd mira korelace existuje.

Jarauschet al. (2004) vypracovali postup kvantifikadgandidatusPhytoplasma
mali v Cacopsylla pictaStejny postup Ize uplatnit i pro kvantifikaciabjonich. Jarausch
et al. (2007a) studovali koncentraci fytoplazmy prolilsgajabloi v jedincich drub
C. picta aC. melanoneura které odchytili v letech 2002 — 2007 ¥mecku, severni
Francii a severnim Svycarsku. Do3li k #ay Ze je v&chto regionech APignasena pouze
pomoci C. picta a tudiz zdeC. melanoneuranem@ jako vektor vyznam. Martimt al.
(2007) navrhli postup pro simultanni detekci a Kifdkaci ESFY, kterou lze vyuZit pro
hostitelské rostliny i hmyzi vektory. Pedrazzelial. (2007) sledovali nast koncentrace
AP vC. pictaa C. melanoneurgo jejich unglém odchovu na infikovanych jablonich.
Stanovili, Ze zvySeni koncentrace fytoplazmy jeazy¥jSi u Cacopsylla picta Thébaud

et al. (2008) studovali z&nu koncentrace fytoplazmy ve vektoréhlem jeho pezimovani.

18



Pro studii pouzili jedinc€. pruniodchytavané v letech 2002 — 2005 na zimovistighni
Francii (v nadmiskych vySkach 700 — 1 400 m). Dosli k 2ay Ze se jedinci nové
generace infikuji fytoplazmou, pokud Ziji na infikkmych rostlinach, ale v tuto chvili jést
nejsou @innymi vektory fytoplazmy. Bhem obdobi fezimovani dojde k namnoZeni
fytoplazmy ve vektorechiimz se tito jedinci stanowiinnymi vektory a po jejich navratu
do ovocnych sadjsou schopni infikovat dalSi rostliny. Rutinni ktdikaci fytoplazmy
evropské Zloutenky peckovin se zabyvali Jaraesci. (2010b). Navrhli postup pouzitelny
u hmyzu i hostitelskych rostlin. Jarauseh al. (2010a) zkoumali interakcC. picta

a riznych kmefi CandidatusPhytoplasma mali, a to na zakéastudia @innosti akvizice
a zmnoZzeni fytoplazmy ve vektoru. Nejvys8&ininost akvizice pro vSechny kmeny AP byla
zjisténa u jediné@ C. picta narozenych na infikovanych jablonichgibhost zmnozeni

fytoplazmy ve vektorech se mezi jednotlivymi kmdisyia.
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4 Material a metody

4.1 Material

Pro experimentélnéast prace byli pouziti vekiofytoplazem evropské Zloutenky
peckovin a proliferace jablén ktefi byli roztfidéni podle druhu Cacopsylla pruni
Cacopsylla pictaa Cacopsylla melanoneuyaa pohlavi. Tito vekt® byli odchytavani
v letech 2006 — 2011 na zimovistich v obci OlSaokr( VySkov) a Bukovina (okr.
Blansko). Determinaci a raizdéni odchycenych jediric provedl RNDr. Pavel Lauterer
z Moravského zemského muzea v 8rn

U roztidénych vektofi byla pomoci metody nested PCR detekovatitopnost
fytoplazmy a u druhuCacopsylla prunibyla navic provedena kvantifikace metodou
real-time PCR.

4.2 |zolace DNA

Izolace DNA z odchycenych jedincCacopsyllaspp. byla provedena pomoci kitu
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA)

K jednomu jedinci vektora v 1,5ml zkumavce bylbdano 100ul pufru Nucleic
lysis solutiona hmyz byl homogenizovan pomoci glohmotného homogenizatoru. Lyzat
byl inkubovan 15 min i 65 °C (zhruba v polovininkubace byla s¥s protepana). Red
dalSim zpracovanim byla $s5 min ponechanarippokojova teplat. Poté byly k lyzatu
pridany 2ul roztokuRNase solutiom sngs byla promichanarpvracenim zkumavky (25x)
a kratce stéena ve stolni centrifuze. Lyzat byl inkubovan 1s:mii 37 °C, po této dab
byl opEt 5 min ponechanippokojové teplat nasleds bylo gidano 34ul roztoku Protein
precipitation solution Po gidani roztoku byla sis 20 s vortexovana {pl 600 rpm),
a poté byly vzorky 5 min vychlazeny na ledu. Posléyly vzorky 4 min centrifugovany
pii 13 000 rpm a supernatantpesen do novych 1,5ml zkumavek se jbi@zopropanolu.
Zkumavky byly promichény jejichipvracenim (5x) a umisty do mrazaku.

Nasledujici den byly vzorky 1 min centrifugovangi £3 000 rpm a supernatant

odstrarn. K peletu bylo fidano 200ul 70% ethanolu, zkumavky byly opa#rpromichany
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pievracenim (1x) a @& 1 min centrifugovany ip 13 000 rpm. Poté byl supernatant vylit
a pelet byl 30 min vysouSettipgl5 °C v rot&ni vakuové odparce. Nakonec byla izolovana
DNA pies noc rozpusha ve 20ul roztoku Rehydratation solutiow lednici a pisti den

piremistna do mrazaku, kde byla uchovavamedpdalSim zpracovanim.

4.3 Detekce fytoplazem ve vektorech pomoci neste@€R

Pro detekci fytoplazem v jedincicBacopsylla sppbyla pouzita metoda nested
PCR za pouziti primé@ramplifikujicich segmenty genu pro 16S rRNA.

Nejprve byla pipravena reakni snes pro prvni fazi reakce (viz Tab. 2)i fxteré
byly pouzity primery P1/P7, a byla sp&isa PCR dle podminek definovanych pro tento pér
primera (viz Tab. 3). Produkty prvni PCR reakce byly 4@keakny a gidany do snisi pro
druhou fazi reakce (viz Tab. 2) obsahujici ¥miitprimery R16F2/R16R2. Tato reakce
probkihla dle podminek uvedenych v Tab. 4.

Tab. 2: Rea#ni snes pro nested PCR s primery P1/P7 a R16F2/R16R2.

Koncentrace Reakéni smés pro kombinaci
Polozka p primera P1/P7 a R16F2/R16R2
pracovniho roztoku - -
Pipetuj na 1 test
Pufr (s barvivem) 5 x 4 ul
MgCl, 25 mmol/l 1,2 ul
Voda 11,1 pl
dNTPs 2 mmol/l 1l
Primer f 20 pmol/mi 0,25 ul
Primer r 20 pmol/ml 0,25 pl
Go Taq polymerasa 5 U/ml 0,2 pl
Objem reakni snesi 18 pl
Objem vzorku 2 ul
Celkovy objem reakce 20 pl

Sekvence primérP1/P7 (Schneideat al, 1995):

P1 (5 - AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T - 3)
P7 (5 -CGT CCT TCA TCG GCT CTF 3)
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Sekvence primérR16F2/R16R2 (Leet al, 1995):

R16F2 (5" - ACG ACT GCT AAG ACT GG - 3")
R16R2 (5" - TGA CGG GCG GTG TGT ACAAAC CCC G -3

Tab. 3: Teplotni gasovy profil PCR reakce s primery P1/P7.

95°C 2 min
95°C 1min
50°C 2 min 35 cykh
72°C 3 min
72°C 10 min

Tab. 4: Teplotni géasovy profil PCR reakce s primery F2/R2.

95°C 2 min
95°C 1 min
50°C 1min 35cykk
72°C 1min
72°C 10 min

4.4 Elektroforéza na 1% agarézovém gelu

R16F2/R16R2 produkty byly vyhodnoceny na 1% agarémo gelu,¢imzZ byla
detekovanaiftomnost fytoplazem ve vzorcich.

Nejprve byl gipraven 1% agardzovy gel smichanim a naslednymafemim 1 g
agardzy a 100 ml pufru TAE 1x. Do zhruba 50 ml Ekgchladlého gelu bylyimany 3 pul
barviva GelRed (Biotium, USA), a poté byl gel vylito vanéky pro horizontalni
elektroforézu.

Do prvni jamky ztuhlého agar6zového gelu byly nangs2 pl standardu
molekulové vahy (100 bp Plus DNA Ladder, Fermentesada) a do nasledujicich jamek
po 5 pl PCR produkt Elektroforéza byla spusta zhruba na ¢ hodiny @i 80 V.
Vysledek byl vyhodnocen pomoci UV transluminatoru.

Identifikace fytoplazem v souboru nah@dnvybranych jedingé kazdého
studovaného druhu byla provedena pracovniky Labimatmolekularni biologie
mikroorganisni pomoci PCR-RFLP analyzy.

Rozdily v p@tech pozitivnich jedint odchycenych v jednotlivych letech byly
vyhodnoceny pomoci T-testu v programu STATISTICA.
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4.5 Hiprava standardu pro kvantitativni PCR

Aby mohla byt provedena kvantifikace fytoplazmy @pské Zloutenky peckovin
v jedincichCacopsylla prunimusel byt pipraven standard pro kvantitativni PCR, jehoz

postupnynredinim byla vytvdena kalibrani kiivka.

4.5.1 PCR amplifikace ribozomalniho segmerfCA1/ECA2

Pro gipravu standardu byl pouZit vzorelslo 3308 (Olimp/2/08; odebran dne
7. brezna 2008 v semenném sadu mekuZahradnické fakulty Mendlovy univerzity
v Lednici na Moraw), ktery byl izolovan z fiznakového stromu meiikly. Vzhledem
ktomu, Ze byl fipravovan standard pro kvantifikaci ESFY, byly piwZprimery
ECAL1/ECA2, které jsou specifické prapro fytoplazmu evropské Zloutenky peckovin.

Dle rozpisu v Tab. 5 bylafipravena reakni snts pro amplifikaci fragmentu
ECA1/ECAZ2, a poté byla spusia PCR reakce dle podminek uvedenych v Tab. 6.

Tab. 5: Rea#ni snes pro PCR s primery ECA1/ECA2.

Polozka Koncentrace pracovniho roztoku Pipetuj na lest
Pufr 10 x 2 ul
MgCl, 25 mmol/l 2,4 ul
Voda 11,3 ul
dNTPs 2 mmol/l 1l
Primer ECA1 20 pmol/ul 0,1 pl
Primer ECA2 20 pmol/ul 1l
aTaq polymerasa 5 U/ul 0,2 pl
Objem reakni snesi 18 pul
Objem vzorku 2 ul
Celkovy objem reakce 20 pl

Sekvence primérECAL1/ECA2 (Jarauscét al, 1998):
ECAL (5" - AAT AAT CAA GAA CAAGAAGT -3))
ECA2 (5 - GTT TAT AAAAAT TAATGACTC - 3)

Tab. 6: Teplotni @asovy profil PCR reakce s primery ECA1/ECA2.

95°C 2 min

95°C 15s

54°C 30s 40cykh
69°C 30s

72°C 10 min
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4.5.2 Elektroforéza na 1% agar6ézovem gelu
PCR produkt byl po obarveni bromfenolovou rfidd pl BFM na 5ul produktu)
pul hodiny separovanip80 V na 1% agardzové gelu ggavkem 2 ul ethidium bromidu

(koncentrace 10 mg/1 ml).

4.5.3 Purifikace PCR produktu

Z agar6zového gelu byl tento PCR produkt (fragmB@A1/ECA2) izolovan
pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit dle protoko vyrobce (QIAquick Spin
Handbook 07/2002; QIAGEN, Germany).

Nejdiive byla pomoci sterilniho skalpelu pod UV transi@orem vyiznutacést
gelu obsahujici PCR produkt. ¥gnuty gel byl umigin do 1,5ml mikrozkumavky a byla
zjisSténa jeho hmotnost. Do téZze zkumavky byldan pufr QG odpovidajici trojnasobku
hmotnosti vyiznutého gelu (1 pl ~ 1 pg). Mikrozkumavka sizputym gelem a QG
pufrem byla inkubovana 10 min na vodni lazkiig® °C. Bthem inkubace byla kazdé 2 - 3
minuty mikrozkumavka vortexovana, aby se gel |épgpoustl. Po Uplném rozpu&ni
gelu bylo zkontrolovano, zda barva &nje Zluta, stejijako QG pufr bez rozpusiého
gelu. Ke vzorku bylo fidano ekvivalentni mnoZzstvi isopropanoluicv hmotnosti
vyiiznutého gelu (1 pl ~ 1 pg) a obsah zkumavky bghpchan. QIAquick kolonka byla
umisena do 2ml sérné zkumavky. Na QIAquick kolonku byl napipetovaglycvzorek
a kolona byla centrifugovana 1 mirfi®d 000 rpm. Obsah smé zkumavky byl vylit
a kolona umisha zgt do skErné zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano 0,5 n@ Q
pufru a centrifugovano 1 minfip5 000 rpm,éimz doSlo k odstrami poslednich zbytk
agardzy. Na kolonku bylotjgdno 0,75 ml PE pufru, 1 min centrifugovano % 000 rpm,
¢imz doSlo k promyti kolony. @ byl vylit obsah sbrné zkumavky a kolona ve &iné
zkumavce byla afi centrifugovana 1 min ip 13 000 rpm. QIAquick kolonku byla
umisena docisté 1,5ml mikrozkumavky. Pro eluci DNA byldigano 50 pl EB pufru na
stted membrany QIAquick kolonky a centrifugovano 1 minl3 000 rpm.

Precistetny PCR produkt byl dale ligovan do pGem-T plazm{dGEM-T Vector
Systém, Promega, USA) dle modifikovaného protokgiwbce.
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4.5.4 Ligace PCR produktu

PreciSteny PCR produkt byl dale ligovan do pGem-T plazm{dGEM-T Vector
Systém, Promega, USA) dle modifikovaného protokgiwbce.

Do 0,2ml mikrozkumavky bylo napipetovano 5 pl tigého pufru, 1 pl T4 DNA
ligasy, 0,5 ul pGem-T plazmidu a 3,5 gepsténého PCR produktu. Ligace probihate$
noc @i 4 °C.

4.5.5 Transformace bakterii E. coli

Pro namnoZeni rekombinantniho plazmidu pGem-T hybpZity kompetentni
buiky E. coli (kmen JM109). Transformace petita teplotnim Sokem dle protokolu
vyrobce.

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetovano 75 pl katgntnich bugk a 5 pl
ligovaného produktu. S&s byla inkubovana 20 min na ledu, poté byla&smystavena
teplotnimu Soku 42 °C po dobu 45 stamesena zfh na led. Po 2 minutach byl@igano
850 ul Zzivného SOC meédia a vzorky byly ponechadyhbd (i 37 °C na tepace. Snds
byla zkoncentrovana centrifugacfi gt 000 rpm po dobu 2 min, a poté byl ods#ran
supernatant. Pelet byl resuspendovan v 50 ul laitiiho média. Bakterialni suspenze byla
nasledd rozetena na povrch LB média gigavkem ampicilinu (100 pg ampicilinu na
1 ml média), X — Galu a IPTG (X — Gal a IPTG bylg dhédia pidany k vizualizaci
uspsSného prothnuti transformace a vneseni vektoru do baktdiijky byly inkubovany
pies noc fi 37 °C v termostatu.

Druhy den byly bilé bakterialni kolonie inokulovama cerstvé LB médium
obsahujici ampicilin a @b inkubovany pes noc i 37 °C. Na povrchu média v kultivai
misce narostly transformované bakterialni kolorié & modré barvy.

Skrining pozitivnich (bilych) kolonii byl provedggomoci PCR reakce s vyuZzitim
primeri M13f a M13r,¢imZ byla detekovana velikost vysledného PCR praduReakni
smeés byla gipravena dle rozpisu v Tab. 7. PCR reakce probiti@arofilu v Tab. 8. Jako

vzorek byly pouzity testované kolorte coli.
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Tab. 7: Reaéni snes pro PCR s primery s primery M13f/M13r.

Polozka Koncentrace pracovniho roztoku Pipetuj na lest
Pufr 5 X 4 ul
MgCl, 25 mmol/l 1,2 ul
Voda 12,2 ul
Nukleotidy 2 mmol/l 2 ul
Primer M13f 20 pmol/ul 0,2 pl
Primer M13r 20 pmol/pl 0,2 pl
Go Taq polymerasa 5 U/ul 0,2 pl
Objem reakni snesi 20 pl
Objem vzorku 0 pl
Celkovy objem reakce 20 pl

Sekvence primé&rM13r/M13f (Invitrogen, 1999):
M13f (5 - GTA AAACGACGG CCAG-3)
M213r (5" - CAG GAA ACA GCT ATGAC-3))

Tab. 8: Teplotni @asovy profil PCR reakce s primery M13f/M13r.

94 °C
94 °C
55°C
72 °C
72 °C

7 min
1 min
2 min
3 min
7 min

35 cykia

Pfitomnost PCR produktu byla vyhodnocena elektrofmuéna 1% agar6zovém
gelu. Z pozitivnich kolonii byly vytvieny konzervy, které slouzi k dlouhodobému
uchovavani rekombinantnich bakterialnich Rlon

Bakterie byly kultivovany v tekutém LB/Amp médiu stalého ftepani pi 37 °C
Druhy den bylo 850 ul

mikrozkumavky, do které byloigano 150 pl glycerolu (do koteé koncentrace 15 %).

pies noc. bakterialni suspem#eneseno do sterilni

Konzervy byly uloZeny v hluboko mrazicim boxii ¢ 80 °C.
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4.5.6 Izolace plazmidu

Pro nasledujici praci bylo nutné z transformovanykterii izolovat plazmid
s vioZzenym fragmentem ECA1/ECAZ2. Izolace byla pdwrea pomoci QIAPrep Spin
Miniprep Kitu dle protokolu vyrobce (QIAquick Spirlandbook 07/2002; QIAGEN,
Germany).

Do 2ml mikrozkumavky bylo odebrano 1,5 ml transforanych budk E. coli
v LB médiu a nasledncentrifugovano 3 minip 6 000 rpm. Po centifugaci byl odebran
supernatant a lakky byly resuspendovany ve 2%0 pufru P1. Bylo pidano 250ul pufru
P2 a okamz& promichano fevracenim zkumavky (15x). Bylorigdno 350ul pufru N3
a ihned promichanoigvracenim zkumavky (10x). Suspenze byla centrifagav10 min
pii 13 000 rpm. Supernatant bykgpipetovan na QIAPrep Spin kolonu. Kolona byla
centrifugovana 60 sip13 000 rpm a filtrat odstr&n. Kolona byla promyta fjanim
0,5 ml pufru PB, centrifugovana 60 $i @3 000 rpm. Kolona byla promytafiganim
0,75 ml pufru PE, centrifugovana 60 8 p3 000 rpm. Kolona byla centrifugovana dalSi
minutu, ¢imz byl odstrasn zbytkovy promyvaci pufr. QIAPrep Spin kolona byiaistna
do cisté 1,5ml zkumavky a do jejihotetiu bylo napipetovano 5@ pufru EB, ktery
z kolony uvolnil izolovanou DNA. Kolona s EB pufrelnyla ponechana minutu stat a poté
byla 1 min centrifugovanatpl3 000 rpm.

Po izolaci plazmidu bylo provedeno éfani koncentrace aistoty pomoci

Nanodropu a nasledryl stanoven peet kopii templatu v 1 pl vzorku pomoci vzorce:

pocet kopii DNA = (nar¥ené koncentrace plazmidu [ng/pl] x 6,0273)@ (pacet bazi
klonovaného Gseku x 1210 650)

Pozn. vzorec pro vyget byl ziskan z webového odkazu:

http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndnd.htm
Po zjis&ni pastu kopii templatu ve vzorcich byla vytiema #ed'ovacitada (1.18—

1.10" kopii v 1 pl vzorku), ktera slouzila jako zékladopvytvaieni kalibr&ni kivky

metodou real-time PCR.
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4.6 Absolutni stanoveni koncentrace ESFY ve vzordic

Pro absolutni stanoveni koncentrace fytoplazmydinggch Cacopsylla prunibyla
metodou real-time PCR nejprve vytena kalibrani kiivka (1.1 — 1.10 kopii v 1 pl),
a poté byly analyzovany jednotlivé vzorky poch&ddiijedind tohoto vektora.

Byla pripravena readni smés pro real-time PCR dle rozpisu v Tab. 9 a st
reakce dle podminek v Tab. 10. Vyhodnoceni bylov@deno programem Rotor-Gene 6
(Corbett Research).

Tab. 9: Rea#ni snes pro real-time PCR s primery ECA1/ECA2.

PoloZka Koncentrace pracovniho roztoku Pipetuj 1 tst

5x My Taq Buffer 5 X 4 pul
Voda 12 ul

Primer ECA1 20 pmol/mi 0,4 pul

Primer ECA2 20 pmol/mi 0,4 pul

SYBR Green 0,8 pl

My Taqg polymerasa 5 U/ml 0,4 pl
Objem reakni sngsi 18 pl
Objem vzorku 2 ul

Celkovy objem reakce 20 pl

Tab. 10: Teplotni acasovy profi PCR reakce s primery ECA1/ECA2 (Jachus
et al, 2010).

95°C 2 min

95°C 15s

54°C 30s 40cykhk
69°C 30s

72 °C 10 min
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4.7 Histrojoveé vybaveni laboratae

Horizontalni elektroforéza AGAGEL STANDARD

Mikrovinna trouba

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI, Labnet Internataininc.
Nanodrop 1000 SPECTROPHOTOMETER, Thermo Scientific
Program Microsoft Excel (s@ast softwaru Microsoft Office 2007), Microsoft
Software Rotor-Gene 6, Corbett Research

Sterilni box TELSTAR PV-100, Telstar

Termocyklér PTC-100, MJ Research

Termocyklér Rotor-Gene RG-3000A, Corbett Research

Termostat SM-30 CONTROL, Edmund Biuhler GmbM

UV transluminator G:BOX, Syngene

UV transluminator MACRO VUE UVis-20, Hoefer

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

Vakuova odparka SPD 111V SpeedVac®, Thermo Scientif

Vortex MS1 MINISHAKER, IKA®

Zdroj stejnosrarného elektrického proudu Power Pack P 25, Biometra
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5 Vysledky

5.1 Vyskyt vektoni a detekce fytoplazem pomoci nested PCR

DetekceCandidatusPhytoplasma pruni (ESFY) @andidatusPhytoplasma mali
(AP) byla provedena celkem v 803 jedincfehcopsyllaspp. odchycenych na zimovistich
v letech 2006 — 2011. Ve vekto@acopsylla prunibyla detekovana fytoplazma evropské
Zloutenky peckovin. Ve vektoredd. pictaa C. melanoneurdyla detekovana fytoplazma
proliferace jablod. Paity jedinal odchycenych v jednotlivych gsicich v piibéhu let 2006
az 2011 jsou uvedeny v nasledujicim grafu a talhlk@raf 1, Tabulky 11, 14 a 17).
Na zimovistich se nejvice vyskytoval druB. pruni a C. melanoneura Nejmér

zastoupenou merou by@a picta

Graf 1: Pd@et jedind Cacopsyllaspp. odchycenych na zimovistich v jednotlivycésigich
v letech 2006 — 2011.
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Pro detekci fytoplazem v jedincich studovanych egkbyla pouZita metoda nested
PCR s kombinaci primérP1/P7 a R16F2/R16R2 navrZzenou pro amplifikaci iBNA
genu fytoplazem. Produkty reakce byly vyhodnoceayi$o agar6zovém geluridmnost
produktu R16F2/R16R2 o velikosti cca 1 200 bp (leteal, 1995) znéila vyskyt
fytoplazmy ve vektoru.

PCR-RFLP analyza provedena na nakoupbranych jedincichCacopsyllaspp.
potvrdila, Ze se €. pruni vyskytovala pouze fytoplazma evropské Zloutenkgkpgin

a Vv jedincichC. pictaa C. melanoneurgouze fytoplazma proliferace jabkon

5.1.1 Vyskyt vektora Cacopsylla pruni

Pro studium bionomie vektor@acopsylla prunia fytoplazmy evropské Zloutenky
peckovin bylo pouzito 346 jedifc(189 sam@ a 157 samic)C. pruni odchycenych na
zimovisti v OlSanech. Ret samé a samic odchycenych v jednotlivychésicich a letech
je uveden v Tab. 11.

Tab. 11: Poéty sama a samicC. pruniodchycenych v letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 celkem
J 213 @13 @13 |3 |3 2|3 9
leden - - 0 0 1 4 - - - - - - 1 4
Unor - - 34 26 - - - - - - 9 6 43 32
bifezen 1 3 6 7 35 15 - - - - 2 3 44 28
duben - - 0 1 - - - - - - - - 0 1
kvéten - - - - - - - - - - - - 0 0
éerven - - 5 9 3 0 - - - - - - 8 9
céervenec| - - - - 7 2 - - - - - - 7 2
srpen - - 0 1 40 22 - - - - - - 40 23
zari - - 17 13 24 28 - - - - - - 41 41
Fijen - - 1 2 - - - - - - - - 1 2
listopad 2 10 - - - - - - - - - - 2 10
prosinec | 2 3 - - - - - - 0 2 - - 2 5
celkem 5 16 63 59| 110 71 0 0 0 2 11 9 189 157

Legendad: samec?: samice:-: v daném obdobi nebyl odchyt uskiren.
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V letech 2006 az 2011 nebyl zaznamenan zasadnil rezubétu odchycenych
sama@ a samic. Bhem zimnich rssiai byl, kwvili nizkym teplotdm, odchyt spiSe nahodily.
Odchyt mery kulminoval v gsici Unoru a teznu, kdy byla vlivem zvysSujicich se teplot
zvySena jeji aktivita a nastala pasivni migrace shuli. V obdobi mezi dubnem
acervencem bylo odchyceno pouze malé mnoZstvi jédipcotoZze toto obdobi travi
jedinci rozptyleni v ovocnych sadech. Druha kulnemabdchytu naiiglomu srpna a #a

potvrzuje migraciC. prunize sad zpst na zimovist.

5.1.2 Detekce Candidatughytoplasma prunorum v jedincich Cacopsylla pruni

DetekceCandidatusPhytoplasma prunorum byla provedena u 346 jédicpruni
Ocekavany produkt o velikosti cca 1 200 bp, ktery mdgal specifickéemu amplikonu
fytoplazmové DNA, byl detekovan u 75 jedin¢piiklad vyhodnoceni — viz Obr. 1).
Amplifikace nebyla zaznamenana u negativni kontBlget samé a samic pozitivnich na
piitomnost fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin yeeden v Tab. 12. Procento

pozitivnich sam& a samic je uvedeno v Tab. 13.

Obr. 1: Detekce fytoplazmy evropské Zloutenky psakee vektoruCacopsylla pruni

L A i 2083 S giiits: 6 ahe89 w10 11 12 C

Legenda:

L: Standard molekulové hmotnosti (100 bp Plus DNAdexd Fermentas, Canada).

1-12: Analyzovani jedinciC. pruni — jako pozitivni byl vyhodnocen vzorekéslem 6, ostatni
vzorky byly vyhodnoceny jako negativni.

C: Negativni kontrola.
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Tab. 12: P&et pozitivnich samica samicC

. pruniv letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 celkem
3 213 2|3 9 ? |3 ]38 9

leden - - - - 0 2 - - - - 0 2
Gnor - 14 2 - - - - 1 0 15 2

bifezen 0 3 1 0 10 5 - - 0 0 11 8
duben - - - 0 - - - - - - 0 0
kvéten - - - - - - - - - 0 0
éerven - - 1 1 0 - - - - - 1 1
cervenec| - - - - 5 2 - - - - 5 2
srpen - - - 0 6 2 - - - - 6 2
Zari - - 6 2 3 4 - - - - 9 6
fijen - - 0 0 - - - - - - 0 0
listopad 1 4 - - - - - - - - 1 4
prosinec | O 0 - - - - - 0 - - 0 0
celkem 1 7 22 5 24 15 0 0 1 0 48 27

Legenda:d: samec;Q: samice;-: v daném obdobi nebyl odchyt uskiren nebo nebyl odchycen

Zadny kus.

Tab. 13: Procento pozitivnich safimng samicC. pruniv letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 aprér
6\ a 9 A 6\ a 9 6\ a 9 A 9 9 B 6\ 9 B 6\ 9
leden - - - - 0 50 - - - - 0 50
anor - 41 8 - - - - 11 0 26 4
bifezen 0 100 | 17 0 29 33 - - 0 0 11 33
duben - - - 0 - - - - - - - 0
kvéten - - - - - - - - - - - -
éerven - - 20 11 0 - - - - - 10 11
cervenec| - - - - 71 100 - - - - 71 100
srpen - - - 0 15 9 - - - - 15 5
zari - - 35 15 13 14 - - - - 24 15
Fijen - - 0 0 - - - - - - 0 0
listopad | 50 40 - - - - - - - - 50 40
prosinec | O 0 - - - - - 0 - - 0 0
pramér 17 47 23 5 21 41 - 0 6 0 21 23

Legenda:?: samec;?: samice;-: vdaném obdobi

nebyl odchyt uskirign nebo nebyl odchycen

zadny kusa: stejna pismena oz#igi hodnoty, mezi nimiz neni u saifnstatisticky piikazny rozdil

pii p = 0,95;A, B: stejnd pismena oz&gi hodnoty, mezi nimiz neni u samic statistickyikazny

rozdil @i p = 0,95; vSechny hodnoty jsou uvedeny v procente
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U sama byl zjisS&n prikazre vySSi vyskyt pozitivnich jediricv letech 2006, 2007
a 2008. U samic byl prokazatelnejvyssi vyskyt pozitivnich jedifios letech 2006 a 2008.
Procento odchycenych pozitivnich sa@ma samic bylo v gib¢hu sledovaného obdobi
variabilni. V roce 2007 byl prokazatélnvysSi zachyt pozitivnich sarincnez samic,
nicmére v letech 2006 a 2008 byl prokazatelySsi zachyt pozitivnich samic (p = 0,95)
- viz Tab. 13.

Primérné zastoupeni pozitivnich jedinos pribéhu sledovanych let bylo 22 %.
Zastoupeni pozitivnich sarfn@ samic bylo v gifbéhu roku srovnatelné — konkrét21 %
sam@ a 23 % samic. NeftSi vyskyt pozitivnich mer byl detekovancervenci, kdy
mnozstvi pozitivnich sanicdosahlo 71 % a u samic dokonce 100 %, nichsenjednalo
o vysledky z malého $bu. Naopak zadny pozitivni jedinec nebyl detekovaubnu,iijnu

a prosinci, tedy v gsicich s minimalnim psem odchycenych jediic

5.1.3 Vyskyt vektrora Cacopsylla picta

Pro studium bionomie vektor@acopsylla pictaa fytoplazmy proliferace jablén
bylo pouzito 141 jedinc (63 sam@ a 78 samic)C. picta odchycenych na zimovistich
v OlSanech a Bukovin Paiet samé@ a samic odchycenych v jednotlivych ésicich
a letech je uveden v Tab. 14.

Tab. 14: Poty sama a samicC. pictaodchycenych v letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 celkem
g 213 @13 |3 |3 |3 2|35 9
leden - 1 1 6 3 - 7 4
Unor - 3 8 - - 4 1 7 9
bifezen 0 0 0 4 3 6 - 2 2 5 12
duben 0 0 - - 0 0
kvéten - - - - - - - - - - - 0 0
cerven - 9 7 0 1 - 9 8
céervenec| - - 0 1 - 0 1
srpen - - 2 2 1 4 - 3 6
zari - - 7 11 3 6 - 10 17
Fijen - - 7 2 - - - 7 2
listopad 4 5 - - - - - - - - - - 4 5
prosinec | 7 6 - - - - - - 4 8 - - 11 14
celkem 11 11 29 35 13 21 0 0 4 8 6 3 63 78

Legendad: samec?: samice;: v daném obdobi nebyl odchyt usktren.
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Jedind Cacopsylla pictabylo odchyceno podstatrméré (141 kus) nez jediné
C. pruni (346 kus)) aC. melanoneurd316 kus). V jednotlivych odchytech bylo ziskano
pouze ®kolik kusi tohoto druhu, proto nelze ze ziskanych vysledikvodit jednoznané
Zawry.

V letech 2006 az 2011 nebyl zaznamenan zasadnil rezubétu odchycenych
sama@ a samic. Nej#si zachytC. pictabyl v zimnich ndsicich a koncem léta, kdy mera

migruje z ovocnych sadna zimovist.

5.1.4 Detekce Candidatudhytoplasma maliv jedincich Cacopsylla picta

Detekce CandidatusPhytoplasma mali byla provedena u 141 jedli picta
Ocekavany produkt o velikosti cca 1 200 bp, ktery mdgdal specifickéemu amplikonu
fytoplazmové DNA, byl detekovan u 28 jedin¢piiklad vyhodnoceni — viz Obr. 2).
Amplifikace nebyla zaznamenana u negativni kontBlget samé a samic pozitivnich na
piitomnost fytoplazmy proliferace jabléfe uveden v Tab. 15. Procento pozitivhich samc

a samic je uvedeno v Tab. 16.

Obr. 2: Detekce fytoplazmy proliferace jabtore vektoruCacopsylla picta.

[EERhd SN2 P8 S 2y BENSE) | St e 80 E 0 i 4 2 A 2520

Legenda:

L: Standard molekulové hmotnosti (100 bp Plus DNAdexd Fermentas, Canada).

1-12: Analyzovani jedincC. picta— jako pozitivni byl vyvhodnocen vzorekslem 4, ostatni vzorky
byly vyhodnoceny jako negativni.

C: Negativni kontrola.
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Tab. 15: Poty pozitivnich sami a samidC. pictav letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 celkem
3 213 2|3 @13 |3 |3 2|3 9
leden - - 0 0 3 3 - - - - - - 3 3
Gnor - - 0 3 - - - - - - 0 0 0 3
brezen - - - 0 0 3 - - - - 0 0 0 3
duben - - - - - - - - - - - - 0 0
kvéten - - - - - - - - - - - - 0 0
cerven - - 0 4 - 0 - - - - - - 0 4
cervenec| - - - - - 0 - - - - - - 0 0
srpen - - 0 0 0 1 - - - - - - 0 1
Zari - - 0 0 1 5 - - - - - - 1 5
Fijen - - 0 0 - - - - - - - - 0 0
listopad 1 1 - - - - - - - - 1 1
prosinec | 1 0 - - - - - 1 1 - - 2 1
celkem 2 1 0 7 4 12 0 0 1 1 0 o 7 21

Legenda:d: samec;Q: samice;-: v daném obdobi nebyl odchyt uskiren nebo nebyl odchycen

zadny kus.

Tab. 16: Procento pozitivnich saifing samicC. picta v letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 aprér
6\ a 9 A 6\ b 9 A 6\ a 9 6\ 9 6\ a 9 A 6\ b 9 6\ 9
leden - - 0 0 50 100 - - - - - - 25 50
Gnor - - 0 38 - - - - - - 0 0 0 19
brezen - - - 0 0 50 - - - - 0 0 0 17
duben - - - - - - - - - - - - - -
kvéten - - - - - - - - - - - - - -
derven - - 0 57 - 0 - - - - - - 0 29
cervenec| - - - - - 0 - - - - - - - 0
srpen - - 0 0 0 25 - - - - - - 0 13
Zari - - 0 0 33 83 - - - - - - 17 42
Fijen - - 0 0 - - - - - - - - 0 0
listopad | 25 20 - - - - - - - - - - 25 20
prosinec | 14 0 - - - - - - 25 13 - - 20 6
prameér 20 10 0 14 21 43 - - 25 13 0 0| 10 19

Legenda:d: samec;?: samice;-: v daném obdobi nebyl odchyt uskirién nebo nebyl odchycen
Zadny kus;a, b: stejnd pismena oz#gi hodnoty, mezi nimiz neni u sainestatisticky ptkazny
rozdil @i p =0,95;A, B: stejnd pismena oz&gi hodnoty, mezi nimiz neni u samic statisticky

prikazny rozdil pi p = 0,95; vS8echny hodnoty jsou uvedeny v proaemnte
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U sama byl zjiS&n prikazre vysSi vyskyt pozitivnich jediricv letech 2006, 2008
a 2010. U samic byl prokazatélmejvyssi vyskyt pozitivnich jediicv roce 2008.
Procento odchycenych pozitivnich sa@ama samic bylo v gib¢hu sledovaného obdobi
variabilni. V letech 2006 a 2010 byl prokazatelyssi zachyt pozitivnich sarfinez
samic, nicméé# v letech 2007 a 2008 byl prokazatehySSi zachyt pozitivnich samic
(p = 0,95) — viz Tab. 16.

Primérné zastoupeni pozitivnich jedinos pribéhu sledovanych let bylo 20 %.
Zastoupeni pozitivnich sarindylo 10 %. Navic pozitivni samci byli detekovarouze
v lednu, z&, listopadu a prosinci. Pozitivnich samic bylo &rdvojnasobek, konkrétn
19 %. NejetSi zastoupeni pozitivnich mer bylo detekovano #nile kdy mnoZstvi
pozitivnich samé& dosahlo 25 % a u samic dokonce 50 %, ovSem jeds®lo vysledky

z malych sbria. Naopak Zzadny pozitivni jedinec nebyl detekovatulinu aervenci.

5.1.5 Vyskyt vektora Cacopsylla melanoneura

Pro studium bionomie vektor@acopsylla melanoneura fytoplazmy proliferace
jablorg bylo pouzito 316 jedinc (142 samé a 174samiclC. melanoneuradchycenych
na zimovisti v OlSanech. Ret samé a samic odchycenych v jednotlivychésicich
a letech je uveden v Tab. 17.

Tab. 17: Péty sama@ a samicC. melanoneuradchycenych v letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 celkem
d Q 3 ? 3 Q d Q 3 ? d Q 3 ?
leden - 0 0 58 55 - - - - - - 58 55
Unor - - 0 0 - - - - - - 25 45 25 45
bfezen| 3 2 0 0 1 1 - - - - 12 12 16 15
duben - - 0 0 - - - - 0 0
kvéten - - - - - - - 0 0
cerven - - 0 0 0 0 - - 0 0
cervenec| - - 0 0 0 0
srpen - - 0 0 0 0 - - 0 0
zari - - 0 0 0 0 - - 0 0
Fjen - - 0 0 - - 0 0
listopad | O 0 - - 0 0
prosinec| O 0 - - - - 43 59 - - 43 59
celkem 3 2 0 0 59 56 0 0 43 59 37 By 142 174

Legendad: samec?: samice;: v daném obdobi nebyl odchyt usktren.
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Z vySe uvedené tabulky vyplyva, Zgacopsylla melanoneurayla, na rozdil od
C. pruni a C. picta nejvice aktivni v zimnich #sicich. Préa¥ v tomto obdobi byly jeji
zachyty nej¥tSi. Pondrné vysoky pdet jedind byl odchycen i nafiglomu Unora aiezna,
kdy mera migruje do ovocnych sadNaopak zadni jedinci nebyli odchyceni v rozmezi
mésial dubna az listopadu. Pet odchycenych samica samic byl v letech 2006 az 2011

srovnatelny.

5.1.6 Detekce Candidatudhytoplasma maliv jedincich Cacopsylla melanoneura

Detekce Candidatus Phytoplasma mali byla provedena u 316 jetlinc
C. melanoneura O¢ekavany produkt o velikosti cca 1200 bp, ktery addal
specifickému amplikonu fytoplazmové DNA, byl deteka u 29 jeding (piiklad
vyhodnoceni — viz Obr. 3). Amplifikace nebyla zan@mana u negativni kontroly. &
samd@ a samic pozitivnich naffpomnost fytoplazmy proliferace jablénje uveden
v Tab. 18. Procento pozitivnich saime samic uvedeno v Tab. 19.

Obr. 3: Detekce fytoplazmy proliferace jabtore vektoruCacopsylla melanoneura.

L5 il li2-=21 3 edyi= S=0-16 1 S0 895 TN " 11 2050

W

Legenda:

L: Standard molekulové hmotnosti (100 bp Plus DNAdexd Fermentas, Canada).

1-12: Analyzovani jedincC. melanoneura jako pozitivni byl vyhodnocen vzoreksslem 6,
ostatni vzorky byly vyhodnoceny jako negativni.

C: Negativni kontrola.
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Tab. 18: Poty pozitivnich sami a samidC. melanoneura letech 2006 — 2011.

leden - - - -
anor - - - - - - - - - - 2 0
birezen 1 1 - - 0 1 - - - - 1 1
duben - - - - - - - - - - - -
kvéten - - - - - - - - - - - -
cerven - - - - - - - - - - - -
cervenec - - - - - - - - - - - -
srpen - - - - - - - - - - - -
fijen - - - - - - - - - - - -
listopad - - - - - - - - - - - -
prosinec - - - - - - - - 2 3 - -

I\)NOOOOOOOONN@,
\IwOOOOOOOOwO

celkem 1 1 0 0 6 12 0 0 2 3 3 1

=
=

Legenda:d: samec;Q: samice;-: v daném obdobi nebyl odchyt uskiren nebo nebyl odchycen

zadny kus.

Tab. 19: Procento pozitivnich safma samidC. melanoneura letech 2006 — 2011.

2006 2007 2008 2009 2010 2011 aprér
g* Q"1 3 @ |3 R*|3 |3 |3 138 ¢

leden - - - - 10 20 - - - - - - 10 20
anor - - - - - - - - - - 8 0 8 0
brezen | 33 50 - - 0 100 - - - - 8 8 14 53
duben - - - - - - - - - - - - - -
kvéten - - - - - - - - - - - - - i
derven - - - - - - - - - - - - - -
¢ervenec| - - - - - - - - - - - - - .
srpen - - - - - - - - - - - - - -
zari - - - - - - - - - - - R - .
Fijen - - - - - - - - - - - - - -
listopad - - - - - - - - - - - - - -
prosinec | - - - - - - - - 5 5 - - 5 5

prameér 33 50 - - 5 60| - - 5 5 8 4 9 19
Legenda:d: samec;?: samice;-: v daném obdobi nebyl odchyt uskirién nebo nebyl odchycen

Zadny kusa: ozna&uje statisticky pitkazny rozdil u sanicpii p = 0,95;A, B: ozna&uje statisticky
prikazné rozdily u santcpii p = 0,95; vS8echny hodnoty jsou uvedeny v proaemte
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U samd byl zjiS&n prikazre nejvyssi vyskyt pozitivnich jedificv roce 2006.
U samic byl prokazatetn nejvysSi vyskyt pozitivnich jedificv roce 2008. Procento
odchycenych pozitivnich samic bylo v letech 20080808 pfikazre vySSi nez procento
odchycenych pozitivnich sariicnicmér v letech 2010 a 2011 byl vyskyt pozitivnich
sama@ a samic srovnatelny (p = 0,95) — viz Tab. 19.

Pramérné zastoupeni pozitivnich jedinos pribéhu sledovanych let bylo 9 %.
Zastoupeni pozitivnich sarindylo 9 %. Pozitivnich samic bylo vice nez dvojrizeq
konkrétre 19 %. Nej¥étSi vyskyt pozitivnich mer byl detekovan ielanu, kdy mnozstvi
pozitivnich samé doséahlo 14 % a u samic dokonce 53 %, ovSem jedna \g/sledek

z malych sbru.

5.2 Friprava standardu a kalibra¢ni k¥ivky pro kvantitativni PCR

Pro kvantifikaci fytoplazmy evropské Zloutenky peein ve vektoruCacopsylla
pruni byl piipraven standard, kterym byl PCR produkt ECA1/ECR& @ipravu standartu
byla pouzita DNA pozitivniho vzorkw. 3308. Klonovaci plazmid nesouci produkt
ECA1/ECA2 byl pomoci teplotniho Soku vioZzen do leaktE. coli Ze vSech deseti
testovanych bakterialnich kolonii byl PCR reakcinaslednou elektroforézou ziskan
produkt o velikosti cca 490 bp (viz Obr. 4), coadlo spravnost provedeni transformace.
Bylo tim rovréZz potvrzeno, Zze DNA sekvence fytoplazmy byla vi@eaito plazmidu

a tento segment m&ekavanou velikost 237 bp.

Obr. 4: Owteni spravnosti transformace bakterii na 1% agakinayelu.

L 1 2 3 4 5 6 7 &8 10

s TS A T . T O —— — —

Legenda:
L: Standard molekulové hmotnosti (100 bp DNA Lad#ermentas, Canada).
1-10: Testované bakteriélni kolonie.
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Na zaklad koncentrace plazmidu, ktery by izolovan z transiovanych bakterii,
byl vypaiten p@et kopii fragmentu ECA1/ECA2 vl vzorku (viz Tab. 20).

Tab. 20: Namrené hodnotycistoty a koncentrace plazmidu a stanovenyepdkopii
fragmentu ECA1/ECAZ2.

Pocet kopii fragmentu

Cistota plazmidu Koncentrace plazmidu
(absorbance 260/280) [ng/ul] ECAL/ECAZ v 1
vzorku
1,91 87,7 2,51. 16

Redsnim standardu ECAL/ECA2 byla vytkenaredici fada v rozmezi fo- 10*
kopii v 1 ul vzorku. Poté byla provedena real-tiRteR s primery ECAL/ECAZimz byla
ziskdna kalibréni  kiivka pro kvantifikaci Candidatus Phytoplasma prunorum
(viz Graf 2 a 3).

Graf 2: Detekce fluorescence kalibma kiivky v prabéhu real-time PCR s primery
ECA1/ECA2.

Fluorescence

'5 "0 "5 20 o5 T '35 40 Cpcle
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Graf 3: Kalibr&ni kiivka pro primery ECA1/ECAZ2.

Tl L (5 conc=10"(-0,285*CT + 10,970) |-
; ; RA2=0,99977 |
5 H i h i i
104 ; ; ; . : : :
1001 10402 1003 1004 10M15 1006 1007 1003

Concertration

5.3 Kvantitativni stanoveni fytoplazmyCandidatusPhytoplasma prunorum v C. pruni

CandidatusPhytoplasma prunorum byla kvantifikovana v 71 jedth (z toho 47
sam@ a 24 samic)Cacopsylla pruni u kterych byla pomoci nested PCRiegchozich
experimentech detekovana fytoplazma. Absolutni #fikace byla provedena podle
kalibratni kiivky pomoci programu Rotor-Gene 6 (Corbett Resgarch

Kvantifikace ESFY v jednotlivych kusech vektora ldbyprovedena ve dvou
opakovanich, ze kterych byl vygten pameérny paet kopii fytoplazmy v daném jedinci.
Rozpgti koncentrace ESFY v samci€h pruni nabyvalo hodnot 1 az 6 538 156 kopii na
jednoho jedince. U samic byl zji$t paiet kopii v rozgti 1 az 4 092 739. Bmérny paiet
kopii ESFY v samcich nabyval hodnoty 593 445. Uisaml pramérny paiet kopii niZsi,
ato 434 377. Kompletni vysledky kvantifikace fylmpmy evropské Zloutenky peckovin
jsou uvedeny v Tab. 21.

Z vysledia kvantifikace fytoplazmy evropské Zloutenky peckow jedincich
Cacopsyllaspp. vyplyva, Ze se fytoplazma ve vektoru vyskethid v relativrg nizkém
poctu kopii (do 1 000 kopii na jedince) nebo naopak/ysokém potu kopii (nad 1 000
kopii na jedince). U 13 samica 6 samic byl zji$h obsah ESFY nad 1 000 kopii na
jedince. Vyskyt menSiho ptu kopii ESFY v jedinciclC. pruni byl ¢asgjSi — konkréts

u 34 sami a 18 samic.
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Tab. 21: Vysledky kvantifikac€andidatusPhytoplasma prunorum v jedinci€h pruni.

datum shéru | pohlavi | poéet kopii ESFY | datum shéru | pohlavi | poéet kopii ESFY
27.1.2008 Q 1 10.2.2007 3 10
9.3.2008 Q 1 31.3.2007 4 12
27.9.2008 Q 2 25.11.2006 4 12
18.3.2006 Q 6 29.8.2008 1) 13
27.9.2008 Q 7 26.7.2008 3 13
22.9.2007 Q 8 10.2.2007 3 14
27.9.2008 Q 9 29.8.2008 3 16
10.2.2007 Q 10 27.9.2008 3 16
29.8.2008 Q 19 26.7.2008 4 17
10.2.2007 Q 21 25.2.2007 1) 17
29.3.2008 Q 23 10.2.2007 4 17
29.3.2008 Q 29 22.9.2007 1) 19
27.9.2008 Q 30 22.9.2007 3 24
26.7.2008 Q 41 25.2.2007 3 29
25.11.2006 Q 59 29.8.2008 3 30
26.7.2008 Q 86 29.3.2008 3 31
25.11.2006 Q 227 25.2.2007 4 40
25.11.2006 Q 618 26.7.2008 4 40
24.6.2007 Q 2813 26.7.2008 4 42
9.3.2008 Q 367092 29.3.2008 4 47
22.9.2007 Q 857717 25.2.2007 3 68
18.3.2006 Q 1572643 10.2.2007 3 833
29.8.2008 Q 3530852 29.6.2007 3 7894
29.3.2008 Q 4092739 27.9.2008 3 132804
27.9.2008 1) 1 22.9.2007 1) 397759
9.3.2008 1) 3 26.7.2008 1) 804680
9.3.2008 1) 3 9.3.2008 1) 836710
9.3.2008 1) 4 22.9.2007 1) 931532
29.8.2008 3 4 22.9.2007 3 1876037
10.2.2007 3 5 10.2.2007 3 2049555
29.3.2008 3 6 25.2.2007 3 2246773
29.8.2008 3 7 29.3.2008 3 2660831
10.2.2007 1) 8 19.2.2011 1) 3415233
29.8.2008 1) 8 9.3.2008 1) 5992515
22.9.2007 1) 9 25.2.2007 1) 6538156
10.2.2007 4 9

Legendad: samec;?: samice;zelert jsou oznaeni jedinci s obsahem fytoplazmy do 1 000 kopii;

Zluté jsou oznéeni jedinci s obsahem fytoplazmy nad 1 000 kopii.
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6 Diskuze

Cilem prace bylo roz&f poznatky o molekularni epidemiologii fytoplazem
Candidatus Phytoplasma prunorum €@andidatus Phytoplasma mali a bionomii jejich
vektori. Pro dosazeni tohoto cile jsem vypracovala litéraeSerSi na zadané téma
a analyzovala vektorgacopsyllaspp. odchycené na zimovistich. ¥pad Cacopsylla
pruni jsem navic provedla i kvantifikaci fytoplazmy epské Zloutenky peckovin.
Vysledky této studie pomohou navrhnout épat zamezujici nebo omezujictesii €chto
rostlinnych patogeh v intenzivnich vysadbach a tim omezit ekonomickeaty, které
zpasobuiji.

Analyzovani jedinciCacopsyllaspp. byli odchytavani v letech 2006 — 2011 na
zimovistich, kde pezimuji ve stadiu imaga a to obvykle na jehdéinech. Bhem
sledovanych let byla nejhajn se vyskytujici merouCacopsylla pruni které bylo
odchyceno 346 kuis Vyskyt C. melanoneurdyl srovnatelny, konkréth316 kusi. Naopak
nejmért se vyskytujicim druhem byl€. picta (odchyceno 141 ku$. Rozdilny vyskyt
C. melanoneura C. pictapopsali i Jarauscét al. (2007), ktéi v rozmezi let 2002 az 2007
odchytavali tyto dva druhy vdecku, severni Francii a severnim Svycarsku. g
sledovaného obdobi odchytili kazdy rok 150 az 1 k@& C. melanoneura pouze 15 az
500 kusi C. picta

OdchytCacopsylla prunkulminoval v Gnoru ai®znu, coz je zZsobeno zvySenim
teplot a migraci mery do sadDale bylo velké mnozstvi jedifidohoto druhu odchyceno
na gelomu srpna a g kdy mera migruje zfi na zimovist. ZachytC. pictakulminoval
v praibéhu nmesice prosince aztbzna. Tento idvéjSi odchyt pravépodobré souvisi
C. melanoneurdyla nejvice aktivni v prosinci a lednu a jeji bgtbyl tedy nejetsi prae
v tomto obdobi. Tato skuteost nmiZze mit souvislost s tim, Ze se jedn&asov prvni
z vektofi fytoplazem ovocnych idvin, u ®hoZz dochazi k reaktivaci porgzimovani
(Navratil et al, http://www.lmbm.upol.cz). Tedeschbt al. (2002) studovali v letech 1999
a 2000 dynamiku populagg melanoneura ovocnych sadech. Uvedli, Ze v roce 1999 byl
nej\etsSi zachyt pezimujici mery v prvni polovihbrezna a na zatku dubna. V roce 2000

odchyt kulminoval v obdobi od konce Unora do kormiezna. Je nutno podotknout,
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Ze odchyt mer je sith ovlivnén klimatickymi podminkami. V fipact vysSich teplot
v zimnich ngsicich jsou mery aktiijsi, a proto je i jejich zachytétsi. Naopak P
minusovych teplotach je odchyt ztizeny, protoZzeynzatézaji do $rbin v kife jehlicnan,
kde mnohdy zamrznou a neni mozno je odchytit.

V pribéhu let 2006 az 2011 bylo na zimovisti v OlSanechekimvano 22 %
pozitivnich jedind Cacopsylla pruni Pozitivnich samc i samic bylo piblizné stejné
mnoZstvi: 21 % sanfica 23 % samic. Toto zimoviStse jevi jako dlezity rezervoar
CandidatusPhytoplasma prunorum. Pdda se tak potvrdit, Ze v evropskych zemich ma
fytoplazma evropské Zloutenky peckovin velky epid#agicky vyznam (Carraret al,
1998; Jarauscht al, 2001). Na zimovistich a v ovocnych sadech na jitoraw sledovali
mnoZstvi pozitivnich jediricC. prunii Fialovaet al. (2007). Na zimovistich detekovali
maximalre 13,3 % pozitivnich jeding tedy mén nez bylo detekovano vramci této
diplomové prace. V ovocnych sadech se mnoZstvitippth pohybovalo do 33,3 %.
MnozZstvi infikovanych jedint C. pruni v ovocnych sadech sledovali i Jarausathal.
(2007b). Zzjistili, ze fytoplazmu evropské Zloutenkyeckovin obsahuji 2 — 3 %
odchycenych mer. Potvrdili tak, Ze vektor prunima pro Sieni CandidatusPhytoplasma
prunorum v Nmecku velky vyznam. VySSi procento pozitivnich rmeetp 8,6 %, popsali
Carraroet al. (2004). Tedeschet al. (2006) v jedné ze svych studii Zji§vali, zda se
v sadech ve druhé polowirbrezna vyskytuji i ostatni vyvojova stadia mery, &tdyy
obsahovala fytoplazmu evropské Zloutenky peckaoXjistili, Ze ano. ESFY detekovali ve
vajiccich (3 z 18 ku®), larvach (3 z 16 kug a dosplych jedincich nové generace (3 z 25
kusi). U prezimuijicich jeding byla ESFY detekovana v 18 ze Jipadi, cozZ je 2,6x vice
nez bylo detekovanaipvypracovani pedloZzené prace.

V 71 jedincichCacopsylla pruniu kterych byla detekovana fytoplazi@andidatus
Phytoplasma prunorum, byla provedena absolutnitkiaate této fytoplazmy. Aby bylo
dosazeno co nejpsrejSich vysledk, byla kvantifikace kazdého vzorku provedena dviakra
a z tchto dvou ziskanych vysletlkbylo vypaiteno ptimérné mnozstvi kopii fytoplazmy
v daném jedinci. U samicC. pruni byla zjiS€na koncentrace fytoplazmy v rozmezi
1 az 6 538 156 kopii, u samic v redpl az 4 092 739 kopii. V obouipadech se tedy
jednalo o koncentracgadow 10' az 1@ kopii genomu fytoplazmy v kazdém jedinci.
Kvantifikace tedy neukazala zavislost obsahu fyaaply v jedinci na jeho pohlavi. OvSem

vysledky kvantifikace ESFY €. pruni ukazuji, Ze se fytoplazma ve vektoru vyskytuje
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v relativre malém mnozZstvi (tj. do 1 000 kopii na jedince)melhopak ve vysokém ol
opakovani (tj. nad 1 000 kopii na jedince}i¢cEmz ,nizkokopiovych* samic a samic
(13samé@ a6 samic) bylo detekovano vice nez-li ,vysokokeych“ (34 samé

a 18 samic). Nabizi se tedy otadzka, zda jsou efgkti vektorem fytoplazmy evropské
Zloutenky peckovin pouze jedinci s obsahem fytapkanad 1 000 kopii a zarowéedinci

s obsahem fytoplazmy do 1 000 kopii jsou pouhymstiteli, nebo jsou efektivnimi
vektory vSichni jedincC. pruni u nichz byla ESFY detekovana.

O kvantifikaci Candidatus Phytoplasma prunorum ve vektore¢h pruni je
v souwtasnosti pouze velmi malo udajOvsem je mozné, Ze podobna situace je i u jédinc
C. pictaa C. melanoneurao kterych je znamo vicédartini et al. (2007) navrhli postup
pro kvantifikaci ESFY v hostitelich a jedincidB. pruni zaloZzeny na real-time PCR
s pouzitim primer rpLNS2f/rpLNS2r2.Pri aplikaci tohoto postupu stanovili mnozstvi
fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin v meractozpeti 1,07.10 az 4,24.10 kopii.
Dale se kvantifikaciCa. P. prunorum v hostitelich a vektorech zabyvaliadachet al.
(2010). Tito pro kvantifikaci fytoplazmy pomoci tdame PCR pouZili primery
ECA1/ECA2. Pomoci tohoto paru priniedetekovali koncentraci ESFY ve vektorech
tadow v rozmezi 10az 1§ kopii.

DalSi studie zabyvajici se kvantifikaci mnou stuaoxch fytoplazem byly jiz
zaneifeny naCandidatusPhytoplasma mali. Jarausehal. (2007) v rdmci studie hodnotici
efektivitu vektofi C. pictaa C. melanoneurayuzil kvantitativni PCR, pomaoci niz stanovil
obsah fytoplazmy proliferace jabkow jedincichC. pictav mnozstvi 16 az 1§ kopii na
jednoho jedince. Pedrazzoét al. (2007) sledovali nast koncentraceCa. P. mali
v jedincich C. picta a C. melanoneurapo jejich tizeném odchovu na infikovanych
u prvniho ze jmenovanych vekior Thébaudet al. (2008) sledovali, jak se zmi
koncentrace fytoplazmy ve vektorkhem jeho pezimovani. Dosli k zavru, Ze khem
piezimovani dochazi k namnoZeni fytoplazmy ve vektardiky tomu je tento vektor po
navratu do ovocnych sagchopen it fytoplazmu na nové hostitele. Jarausthal. (2010)
pomoci kvantitativni PCR sledovaltiGnost akvizice a zmnoZzeni fytoplazmy proliferace
jablorg v jedincich C. pictg na zaklad ¢ehoz studovali interakci mezi AP a jejim

vektorem.
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V ramci této studie bylo detekovano 20 % pozittbnjediné Cacopsylla picta
respektive 10 % pozitivnich saih@ 19 % pozitivnich samic. Takto rozdilné mnoZzstvi
pozitivnich sam& a samic nebylo doposud popsano. Nicéngadinai této mery bylo
odchyceno pomrné malé mnozstvi (celkem 141), takZze z vysiedkelze vyvodit
jednozné&né z&v¥ry. V rozmezi let 2002 az 2007 Jarausthal. (2007a) sledovali, kterd
mera ma ¥tSi uplatgni v prenosuCandidatusPhytoplasma mali v 8mecku, severni
Francii a severnim Svycarsku. Zjistili, Ze se terpsu fytoplazmy ve studovanych
lokalitach pravdpodobré uplatiuje jenC. picta u niz bylo detekovano 10 % pozitivnich
jedinai, coz znai polovicni vyskyt pozitivnich jedint oproti zimovistim v OlSanech
a Bukovirg. PozitivnichC. melanoneurabyly detekovany pouze 2 kusy &Zkolika set
odchycenych. Ke srovnatelnym vyslédk dosgli i Baric et al. (2010), ktéi se zabyvali
studiem molekularni epidemiologie fytoplazmy preidce jablo& v ovocnych sadech
v jiznim Tyrolsku. Pomoci real-time PCR detekovéltoplazmu proliferace jablan
ulll% jedind této mery. Studovanou fytoplazmu reé¥ndetekovali u 0,6 % jedific
C. melanoneura

Poddilo se potvrdit, Ze potencialnim vektore@andidatus Phytoplasma mali
s velkym epidemiologickym vyznamem jeCeské republice Cacopsylla melanoneura
Zastoupeni pozitivnich jedifcna zimovistich v pibéhu sledovanych let dosahlo 9 %,
piicemZz mnozstvi pozitivnich sarincbylo rovréz 9 % a pozitivnich samic vice nez
dvojnasobek — konkrétnl9 %. Rovkz vysledky studii v severni Italii ukazuji, Ze iezpp
C. melanoneurayznamnynxinitelem v Steni fytoplazmy proliferace jablénDokonce se
uvazuje, Ze se v této lokaijednd o hlavniho vektora AP. A to igs to, Ze vyskyt
pozitivnich jediné C.melanoneurade byl nizSi neZz na zimovisti v OlSanech, korkrét
3az 4 % z celkového mnozstvi odchycenychik(Bedeschiet Alma 2004). Naopak
pokusy v Nmecku (Mayeret al. 2009) a jiznim Tyrolsku (Wolgt al. 2003) ukazaly, Ze
C. melanoneuranemize infikovat zdraveé rostliny a tudiz zde nema jale&tor vyznam.
Tyto velké rozdily vysledk jednotlivych studii mohou byt Agobeny existencitiznych
populaciC. melanoneurakteré se liSi ve schopnosti infikovat se fytoptaz proliferace
jablorg a grenést ji na nové hostitele (Mayer al. 2009). Na druhou stranu bylo z{igb,
Ze CandidatusPhytoplasma mali je geneticky velmi variabilni (8elleret Seemiiller,
2009), a proto se daigdpokladat, Ze gkteré kmeny mohou bytipnasSeny pomoci

C. melanoneura rekteré pomocfC. picta Nicmérg tuto hypotézu je nutno ékit studiem
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izolati Ca. P. mali z tiznych geografickych lokalit a populaci vekioiTedeschiet Alma
(2004) studovali &innost genosu fytoplazmy proliferace jabkopednotlivymi vyvojovymi
stadii C. melanoneuraKe studiu vyuzili metodu detekce fytoplazmy poinnested PCR
a zarové namatko¥ pomoci PCR-RFLP analyzy &wvali pritomnostCa. P. mali. Dosli
k zawru, Ze tSi roli v Steni této fytoplazmy v ovocnych sadech magzimujici dospici
nez-li larvy a dosgici nové generace.

Jako dalSi postup pro objas/ani molekularni epidemiologie fytoplazem evropské
Zloutenky peckovin a proliferace jabtoma bionomie jejich vektdr navrhuji analyzovat
situaci v ovocnych sadech. Konkrétje tr‘eba zjistit, jak se z#mi koncentrace fytoplazem
ve vektorech po obdobigzimovani. Zda se fytoplazma namnozi a jaké to Imidea jeji
dalSi Sfeni dopady. Tuto studii nebylo mozno obsahnoutmcirgedné diplomové prace,
protoZze se jedna Gasow narané experimenty, ip kterych je kazdy jednotlivy jedinec

vektora zpracovavan zvias

48



7 Zaveér

V ramci své diplomové prace jsem vypracovaladiter reSerSi na téma molekularni
epidemiologie Candidatus Phytoplasma pruni aCandidatus Phytoplasma mali.
V experimentalntasti jsem se zabyvala detekci fytoplazZéandidatusPhytoplasma pruni
a CandidatusPhytoplasma mali pomoci nested PCR. U vekiGrapruni jsem navic
stanovila koncentraci fytoplazmy evropské Zloutepkgkovin pomoci kvantitativni PCR.

Pro detekci fytoplazem ve vektorech jsem pouzilaoece citlivou metodu nested
PCR s vyuzitim primér P1/P7 a R16F2/R16R2. Vysledky této analyzy ukazaty se
studované fytoplazmy vyskytovaly u vysokéhaoitoojedindi. U Cacopsylla prunijsem
detekovala 22 % pozitivnich jedilcu vektoraC. picta20 % jedind a uC. melanoneura
9% jediné. Potvrdila jsem tak, Ze tyto druhy maji Ceské republice zwiay
epidemiologicky vyznam.

U jedindi Cacopsylla prunive kterych byla fytoplazma detekovana, jsem &avn
provedla kvantifikaciCandidatusPhytoplasma prunorum se v tomto vektoru vyskytovala
v mnozstvi 16aZ 16 kopii na jednoho jedincefigemz se v 8m vyskytovala v relativé
malém mnozstvi (do 1 000 kopii) nebo naopak velk@mozstvi (nad 1 000 kopii).
Zarover provedena kvantifikace neukazala zavislost obggtoplazmy v jedinci na jeho

pohlavi.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AP
DNA
dNTPs
ESFY
kb
PCR
gPCR

RFLP

rpm

fytoplazma proliferace jablér{Apple proliferation)

par bazi (base pair)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucle@d)
deoxyribonukleozidtrifosfaty

fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (Eeapstone fruit yellows
phytoplasma)

1 000 béazi

polymerazovéetzova reakce (polymerase chain reaction)

kvantitativni polymerazowatzova reakce (quantitative polymerase chain
reaction)

délkovy polymorfismus resttikich fragment (restriction fragment lenght
polymorphism)

paet ot&ek za minutu
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Psyllids — vectors of fruit tree phytoplasmas —eavstudied in overwintering site, locality
Olsany (south Moravia, Czech Republic) over therye2006-2010. The population
dynamics ofCacopsylla pruni(CandidatusPhytoplasma prunorum vectof}, picta and

C. melanoneurgboth Candidatusphytoplasma mali vectors) was monitored as well as
incidence of phytoplasma positive individuals wassped by PCR/RFLP analysis. Using
a sweeping net on a long stick total 803 individuaf above mentioned vectors were
collected. It was confirmed that conifeRi¢ea abiesas thedominant species in the area)
growing in the investigated highland site of midtMeravia harboucC. pruni C. pictaand

C. melanoneuraduring the winter season. It was enlarged knowdedbout seasonal
migration of three studied psyllid species. Suneagftured individuals varied from year to
year depending on population density, seasonalatigr of psyllids and their activity, and
weather.C. pictawas less frequently captured of three phytoplasewors studied. The
presence of the phytoplasma positive individuatched 22% folC. pruni (Candidatus
Phytoplasma prunorum), 15% f@r. pictg and 14% foiC. melanoneurgboth Candidatus
phytoplasma mali).
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