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Sthrn

Bakalarska praca sa zaobera Stidiom epidemiologie fytoplazmy proliferacie jablone
(‘Candidatus Phytoplasma mali’) so zameranim na jej vektora Cacopsylla picta a jeho
infek¢nostou, zhodnotenim populacnej dynamiky a vyzmamom tohto konkrétneho vektora
v sireni fytoplazmy v danej lokalite.

Teoreticka Cast' sa zaobera najprv charakteristikou fytoplaziem ako mikroorganizmov
a parazitov rastlin, od ich objavu, cez metdody ich detekcie a identifikicie, taxondmie,
prejavov infekcie u hostitelov aich ekonomického dopadu. Zameriava sa na fytoplazmu
proliferacie jablone, ‘Candidatus Phytoplasma mali’, ako vyznamného patogéna jabloni
a jej vektorov Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura. Popisuje ich vyskyt, popula¢ni
dynamiku a vyznam pri prenose fytoplazmy. Nakoniec sa zaobera vyskytom fytoplazmy
‘Ca. Phytoplasma mali” a jej vektoru C. picta v Ceskej republike.

Prakticka Cast’ je zamerana na Studium vyznamu vektora Cacopsylla picta priprenose
fytoplazmy proliferacie jablone v dvoch sadoch s odlisnym rezimom pestovania. U tychto
vektorov bola charakterizovand ich popula¢nd dynamika, infekénost a genetickd variabilita
ziskanych zolatov fytoplazmy.



Summary

The bachelor thesis is focused on the epidemiological studies of apple proliferation
phytoplasma (‘Candidatus Phytoplasma mali’) especially its vector Cacopsylla picta.
Experiments were carried out to characterize a population dynamics of this vector and
estimate its importance in distribution of phytoplasma in two orchards with different
growth management system.

The theoretical part characterizes phytoplasmas as the important plant parasites, their
discovery, detection and identification methods, taxonomy, symptoms development and
economic impact. It is focused on the one of the most important viral pathogen of apples -
‘Candidatus Phytoplasma mal’ and its wvectors Cacopsylla picta a Cacopsylla
melanoneura. It describes their occurrence, population dynamics and their significancy in
phytoplasma spread. Situation of ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ and its vector Cacopsylla
picta in the Czech Republic is described in detail.

Experimental part is focused on the evaluation of phytoplasma’s vector Cacopsylla
picta and its relevance in apple proliferation spread in two orchards under different growth
management in the Czech Republic. The population dynamics, their phytoplasma
infestation and genetic variability of phytoplasma isolates detected in captured vectors

were characterized.
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1. Uvod

Fytoplazmy predstavuju obligatnych parazitov rastlin rozsirenych po celom svete s viac
nez stovkami hostitel'skych druhov. V inflkovanych hostitel'skych rastlinach vyvolavaju
rozne symptomy v zavislosti na mnohych faktoroch, avSak jednym z dolezitych prejavov je
mizend kvalita plodov. Dopad fytoplaziem na hospodérsky vyznamné druhy rastlin je
jednou z pri¢in, pre¢o sa tolko $tidii zameralo na identifikaciu tychto patogénov s cielom
najst’ vhodny sposob ako sa voci nim branit. Redukcia negativneho vplywu fytoplaziem na
rastliny vyzaduje vprvom rade ich charakteriziciu, zstenie ich variability, urCenie
vektorov ich prenosu a pochopenie interakcie sich hostitel'skymi rastlinami a hmyzimi
vektormi.

‘Candidatus  Phytoplasma mali” sposobujuca proliferaciu  jablone  predstavuje
fytoplazmu zodpovednu za vyrazné poklesy na urode ovocnych stromov, predovsetkym
jabloni. Je rozSirenda najmd V Eurdpe a jej hlavnych vektorov predstavuje hmyz zradu
Hemiptera. Prave hmyzie vektory predstavuji hlavny faktor pri rozSirovani fytoplazmy
apreto pre uinny boj proti fytoplazme proliferacie jablone je nevyhnutné poznat biologu
tychto vektorov a charakter ich vzajomnej interakcie.

V ramei literarneho prehladu tejto prace je uvedeny popis fytoplaziem so zameranim
na fytoplazmu proliferacie jablone, jej hlavnych vektorov a situaciu v Ceskej republike.
Hlavnou napliiou experimentdlnej cCasti je detekcia a identifikdcia fytoplazmy proliferacie
jablone vjej vektore Cacopsylla picta a charakterizacia popula¢nej dynamiky tohto

vektora v dvoch sadoch v Ceskej republike s odlisnym reZimom pestovania.



2. Ciel prace

Cielom v prvej Casti mojej bakalarskej prace je vypracovanie literarnej reSerSe na tému
fytoplazma proliferacie jablone (‘Candidatus Phytoplasma mali’) — molekularno-geneticka
charakteristika fytoplazmy a jej vektory.

Cielom praktickej cCasti je analyza genetickej variability fytoplazmy proliferacie
jablone, prenasanej jej hmyzim vektorom Cacopsylla picta a charakteristika populacnej

dynamiky tohto vektora v sadoch s odlisnym rezimom pestovania.



3. Fytoplazmy - vSeobecna charakteristika
3.1. Fytoplazmy ako patogény rastlin a historia ich objavu

Fytoplazmy predstavujii jednobunkové fytopatogénne prokaryotické obligatne parazity,
ktoré¢ sposobuju vyrazné Skody na mnohych rastlinnych druhoch, a ktoré maju celosvetové
rozsirenie. Od ich objavu sa im postupne zacina venovat’ viac pozornosti s cielom potlacit’
a eliminovat’ ich dopad najmi na hospodarsky vyznamné rastliny.

Symptémy vyvolané pritomnostou fytoplazmy v infikovanej rastline boli pozorované
davno predtym, nez bola za ich povodcu urend fytoplazma. Priznaky infekcie boli
obdobné ako pri infekcii virusmi a preto boli choroby vyvolané fytoplazmami dlhi dobu
prisudzované virusom a povazované za virusové ochorenia (Doi et al., 1967; Lee et al.,
2000). Typické infekéné rozsirovanie a prenos hmyzom tito tedriu iba potvrdzovali
(McCoy et al., 1989; Maramorosch, 2008). Povodcovia tychto ochoreni boli po prvykrat
pozorovani pomocou elektronového mikroskopu v lyku astier s priznakmi Zltacky v roku
1967 (Doi et al., 1967). Tymto pozorovanim sa zstilo, ze sa nejedna o virusy a na ziklade
ich podobnosti s mykoplazmami boli oznacované za mykoplazmdm podobné organizmy
(MLOs — mycoplasma like organisms) a boli zaradené do triedy Mollicutes. Zmena prisla
az vroku 1994, kedy boli na desiatom kongrese The International Organization for

Mycoplasmology premenované na fytoplazmy (Hogenhout et al., 2008).

3.2. Zakladna charakteristika a vlastnosti fytoplaziem

Fytoplazmy st pleomorfié mikroorganizmy bez peptidoglykanovej bunkovej steny.
Nemaju jednozna¢ny tvar atak mozu zaujimat v priestore podobu elipsy, gulocky c¢i
nepravidelnej trubice s priemerom menej ako 1 mikrometer as variabilou dizkou
200-800 nm (Seemiiller, 1990). Jedna sa o jedny z najmenSich autoreplikujucich sa
bunkovych foriem zivota prenaSanych medz hostitelskymi rastlinami bud’® hmyzimi
vektormi alebo inflkovanym rastlinnym materialom. Diverzifikovali sa z gram-pozitivnych
baktérii (IRPCM, 2004). Fytoplazmy st vnimavé k tetracyklinovym antibiotikam, co
podporuje ich urCenic ako prokaryotnych mikroorganizmov (Doi et al., 1967; Lee a Davis,
1992).

Fytoplazmy sa vyskytuyji vo floéme infikovanych rastlin a hemolymfe hmyzu. Ako
floém, tak aj hemolymfa predstavuju pre fytoplazmy izotonické prostredie, kde prebicha aj
ich multiplik4cia.
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3.3. Genom fytoplaziem

Genoém fytoplaziem je obyCajne tvoreny jednou kruhovou alebo linearnou
dvojvlaknovou chromozomalnou DNA (Lim a Sears, 1989; 1991; Neimark a Kirkpatrick,
1993). V porovnani s beznymi baktériami je znacne redukovany, pricom jeho velkost sa
pohybuje v rozmedzi 6801600 kb (IRPCM, 2004).

Genom fytoplaziem je len vzdialene pribuzny mykoplazmam, ku ktorym boli povodne
zaradované. LiSia sa napriklad pritomnostou medzerniku (internal spacer region) medz
16S a 23S ribozomalnymi oblastami o dike okolo 300 bp, ktory koduje izoleucin-tRNA
a Cast’ sekvencie pre alanin-tRNA.

Charakteristickym znakom triedy Mollicutes, ku ktorym patria aj fytoplazmy, je nizky
obsah G+C baz (niekedy iba 23 %, ¢o sa pokladd za hranicnii hodnotu pre Zivotaschopny
organizmus). Znacne maly gendm fytoplaziem je vysledkom evolicie suvisiace]
s adaptaciou tychto vnutrobunkovych parazitov na obligatny sposob Zivota vo svojich
hostiteloch (Oshima et al.,, 2004). Redukcia genému ma za nasledok nepritomnost’
niektorych biosyntetickych drdh na syntézu zivin, ktoré su nepotrebné v prostredi, ktoré je
nimi zasobované (Bai et al., 2006). Pre import tychto metabolitov z hostiteI'skej bunky
potrebuje fytoplazma transportné systémy. Tieto systémy sa cCasto vyskytuji v niekolkych
kopiach, ¢o ma za nasledok zvySeny az agresivny transport metabolitov, ktory nasledne
vyrazne naruSsa metabolickii rovnovahu v rastline a vyvolava charakteristické symptomy.
Dosledkom straty biosyntetickych drah v priebehu evolicie je tiez nemoznost’ kultivovat
fytoplazmy vin vitro podmienkach na zvnych pddach. (Lee a Davis, 1986). Je to
charakteristicky rys, ktorym sa liSia od spiroplaziem a baktérii.

Bez ohl'adu na ich maly geném nie st gény pre transportné systémy jediné, ktoré sa
u fytoplaziem vyskytuja vo wviacerych kopiach. Prikladom moze byt pritomnost dvoch
rRNA operonov, ktoré boli povodne povazované za identické (Schneider a Seemiiller
1994; Smart et al. 1996), avSak neskor bola na zaiklade analyzy RFLP profilov
a nukleotidovych sekvencii preukazana ich mozna heterogenita (Davis et al., 1998a; Lee
et al., 1998; Marcone et al., 2000; Liefting et al., 1996; Jomantiene et al., 2002).

Pre genom fytoplaziem je takisto charakteristickd pritomnost obrovského mnozstva
transpozonov a inzertnych sekvencii (rovnakd kompozicia a podobné gény), v ktorych sa
nachadzaji useky zodpovedné za gendémovu variabilitu. Tieto rdézne duplikacie vedu aj
k odlisnej velkosti fytoplazmového genému medzi fytoplazmami navzajom (Marcone

etal, 1999). Hypervariabiné oblasti ktoré vznikli prave presunom  transpozonov
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S charakterom mobilnych elementov a naslednou rekombindciou a preusporiadanim
urCitych oblasti génov, st oznaCované ako variabiné mozaky (SVM) (Jomantiene
a Davis, 2006; Jomantiene et al., 2007; Wei et al., 2008) alebo potencidlne mobilné
jednotky (PMUs) (Bai et al., 2006). Predpoklada sa, Ze prave odliSna regulacia expresie
génov vtychto oblastiach umoziyje evoliciu fytoplaziem, vznik ich genetickej variability,
schopnost’ adaptovat’ sa na nové hostitel'ské druhy a zaroven umoziuje fytoplazmam
prezit vtak rozdielnych prostrediach, ktoré pre ne predstavuje hostitel'skd rastlina a hmyzi
vektor. Prikladom takéhoto prispOsobenia sa fytoplazmy odliSnym podmienkam prostredia
moéze byt fytoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’ kmen OY-M, uktorej bola microarray
analyzou preukazana vyrazna zmena V génovej expresii Vodpovedi na jej hostitel'a. Bola
zistena rozdielna expresia az 33 % génov priporovnani hostitel'skej rastliny a hmyzieho
vektora tejto fytoplazmy (Oshima et al., 2011).

3.4. Klasifikacia fytoplaziem

Zaradenie ataxondémia fytoplaziem bola dlho nejasnd. Pripominajii sice mykoplazmy
saprofytuyjice na ZzvoCichoch (od toho odvodeny nazov MLOs: mycoplasma-like
organisms, dnes uz zastarany), ale zpohladu Struktiury ich genému su s nimi len vzdialene
pribuzné. Az  aplikicia  molekularnych  technologii viedla ~ k novému  trividlnemu
pomenovaniu ‘fytoplazma‘ aich zaradeniu do radu Acholeplasmatales vramci triedy
Mollicutes a napokon K stanoveniu nového taxénu nazvaného ‘Candidatus Phytoplasma’
(IRPCM, 2004). Za ich najblizSicho spoloéného predka s baktériami sa na ziklade
fylogenetickych studii povazuje Acholeplasma laidlawii (Razin et al., 1998).

DetailnejSie  rozliSenie medz jednotlivymi fytoplazmami, poznanie ich variability
a genetickych vztahov, umoznili techniky zalozené na analyze nukleovych kyselin (Lee
a Davis, 1988; Lee et al., 1993a). V roku 1994 bolo na ziklade RFLP analyzy 16S rDNA
génu s vywztim 17 reStrikénych enzgymov a naslednej odliSnosti RFLP profilov 34 dovtedy
méamych reprezentativnych kmetov fytoplaziem rozdelenych do 14 hlavnych skupin
(oznacenych 16Sr skupiny) a 41 podskupin (Ahrens et al., 1993; Lee et al.,1993a; Namba
et al., 1993; Gundersen et al., 1994). V stcasnosti sa uvadza celkovy pocet 28 skupin
fytoplaziem (Zhao et al., 2009; iPhyClassifier).

Pre detailnejSie rozliSenie medzi jednotlivymi skupmami fytoplaziem sa vyuziva RFLP
analyza mych génov kodujucich napriklad Specifické ribozomalne ¢i neribozomalne
proteiny (Lee et al., 1994; Martini et al., 2002; 2007; Smart et al., 1996). Radia sa medzi
ne napriklad gény SecA a SecY kodujice ribozomalne proteiny (Clair et al., 2003; Lee
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et al., 2006) agény aceF atuf (Martini et al., 2010) kodujuce neribozomalne proteiny
(Gundersen et al., 1994; Hodgetts et al., 2008; Marcone et al., 2000; Schneider et al.,
1997; Langer a Maixner, 2004).

Systém zalozeny na RFLP analyzach spomianych génov sa stal najkomplexnejSim
a celosvetovo rozsirenym pri klasifikacii fytoplaziem (Lee et al., 2004a; b; Arocha et al.,
2005; Al-Saady et al., 2008).

IRPCM vroku 2004 ustanovila pre fytoplazmy samostatny taxon, druh ‘Candidatus
(Ca.) Phytoplasma’ apre zaradenic fytoplazmy ako nového druhu platia nasledujice
pravidla: popis ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ druhu musi odkazovat’ na jedinf, unikatnu
16S rRNA génova sekvenciu (>1200 bp) a kmett moéZe byt ureny za novy druh ak jeho
16S rRNA génova sekvencia ma <97,5% identitu Kk predoSlym popisanym
‘Ca. Phytoplasma’ druhom. Vyskytuji sa vSak aj pripady, kedy je fytoplazma oznaceni za
novy druh aj ked’ jej sekvencnad podobnost’ s existujucimi ‘Ca. Phytoplasma‘ druhmi je
vySSia ako 97,5 %. Takéto zaradenie je ale opravnené a je prevedené zddovodu biologickej
a ekologickej odlisnosti danej fytoplazmy od zndmych fytoplaziem. Z tohto dovodu je
klasifikovanie na ziklade RFLP analyz Casto spresiiované dophkovymi tdajmi ako su
protilatkova Specifickost’, okruh hostitel'ov, Specifickost’ vektorového prenosu alebo mymi
molekularnymi  kritériami  (Seemiiller a  Schneider, 2004). Do sucCasnosti bolo
akceptovanych 43 druhov ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (Arocha et al., 2005; 2007;
IRPCM, 2004; Valiunas et al., 2006; Al-Saady et al., 2008; Bertaccini et al., 2014;,
Safafova et al., 2016a).

3.5. Metody studia fytoplaziem

Detekcia fytoplaziem bola v minulosti problematickda a to najmd zdovodu ich nizkej
koncentracie a nerovnomernej distribicie naprie¢ sietkovicami infikkovanych rastlin  ¢i
organmi hmyzu (Berges et al., 2000). Postupne vSak dochadzalo k zdokonalovaniu metod
ich Stidia, pricom sStarSie metody boli nahradzované novSimi metddami poskytujucimi
presnejSie a kvalitnejSie vysledky. Prvé detekcie boli zalozené na pozorovani symptomov
a sposobu prenosu ochorenia. Nasledne sa zacala vyuzivat’ elektronova mikroskopia
ultratenkych rezov  floémového pletiva inflkovanej rastliny alebo  fluorescencna
mikroskopia bunieck sictkovic (Lee a Davis, 1992). Prvé dokladnejSie detekcie boli
prevedené az v 80-tych rokoch ato svyuzitim novo objavenych antigénov fytoplazmy
v sérologickych diagnostickych technikach (Hobbs et al., 1987) a metédach zaloZenych na
principe ELISA. Na detekciu fytoplazmy boli vyuzivané ako monoklondlne tak aj

13



polyklonalne antiséra (Lee et al., 1993b; Chen et al., 1993; 1994). Citlivost' tychto metod
vSak nebola dostatocna (Batlle et al., 2004; Fos et al., 1992) avysledky bolo mozné
oCakavat’ len pri vysokych koncentraciach fytoplazmy vtkanive ¢i pletive. Najvacsi
prelom nastal az v 90-tych rokoch srozvojom klonovania DNA fytoplazmy a celosvetovou
aplikaciou sond zaloZzenych na nukleovych kyselinach (Kirkpatrick et al.,, 1987; Lee
a Davis, 1988; Bertaccini et al., 1990; Bonnet et al., 1990; Harrison et al., 1992). Neskor
sa zaCala vyuwzivat  PCR metoda (Polymerase chain reaction) spojena s RFLP analyzami
(Restriction fragment length polymorphism), ktoré zarovenn umozmili dostatoéne presni
identifikaciu rozlicnych druhov fytoplaziem (Namba et al., 1993; Schneider et al., 1993).
Tato metéda je dnes uz beznym spdsobom identifikécie fytoplaziem. Jej d’alsimi neskorSie
pouzivanymi variantmi st napriklad ‘nested® PCR (Gundersen et al., 1994), Real-time
PCR (Baric et al., 2004; Hren et al., 2007; Firrao et al., 2007), reverzna transkripcia
spojena s Real-timle PCR (Margaria a Palmano, 2013), aplikacia barcode systému
(Makarova et al., 2012) alebo nedavno popisana metdoda LAMP (loop-mediated isothermal
amplification) (Tomlinson et al., 2010; Hodgetts et al., 2011).

PCR primery pre detekciu fytoplazmy st dizajnované na vel'mi konzervativnu oblast’
génu pre 16S-23S rRNA zahriujicim medzernik (spacer region) (Smart et al., 1996;
Ahrens et al., 1992; Deng et al., 1991; Jomantiene et al., 1998; Schaff et al., 1992) a dnes

st bezne vyuzivané na ich identifikaciu.
3.6. Hostitelia fytoplaziem

Fytoplazmy st zodpovedné za viac nez 300 réznych ochoreni (Hoshi et al., 2007)
uviac ako nickol’ko stoviek rastlinnych druhov (Seemiiller et al., 2002). Su rozsirené
najmd v Eur6pe anapadaju ako stromy adreviny (ESFY, PD, AP), tak aj jednoro¢né
atrvace rastliny (AY, stolbur). Spdsobuju tak skody pri pestovani zeleniny, ovocia,
okrasnych rastlin, lesnych porastov ¢i tienomilnych rastlin (Ahrens et al., 1993; Andersen
et al., 1998; Davis et al., 1998b; Errampalli et al., 1991; Zreik et al., 1995).

Interakcie hostitel’ - patogén fytoplaziem
Charakter prejavu pritomnosti fytoplazmy v konkrétnej rastlne zavisi od vzajomnej
mterakcie hostitela a patogéna. V priecbehu evolicie si ako hostiteia tak aj parazti
vytvorili rozliéné stratégie, aby sa vyhli alebo minimalizovali vzijomny Skodlivy U¢inok.
Predpoklada sa, Ze pri rozoznavani Mollicutes a ich adherencii k rastlinnym alebo

hmyzim  hostitel'skym ~ bunkdm  zohrdvaju  ulohu  ich  povrchové  epitopy
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imunodominantnych membranovych proteinov (Imp), ktoré sa pre kazdy fytoplazmovy
drubvkmen unikatne, ¢im sa stavaji akousi prerekvizitou pre kolonizovanie a infekciu.
Zavisi od nich patogenita fytoplazmy a ovplyviiyju rezistenéné odpovede hostitel'skych
organizmov (Christensen et al., 2005). Ticto membranové proteiny sa vyskytujt
u fytoplaziem vo vysokom pocte a st v priamom kontakte s ich hostitel'om, z ¢oho vyplyva
aj ich kluCova dtloha v S§ireni fytoplazmy vramei rastliny a hmyzieho hostitela (Conci
et al., 2014). Imunodominantné proteiny su delené do troch skupin: 1) imunodominantny
membranovy protein  (Imp), detekovany napriklad u fytoplaziem asociovanych
s metlovitostou sladkych zemiakov (SPWB) (Christensen et al., 2005), proliferaciou
jablone (AP) (Berg et al., 1999), Europskou Zltackou jablone (ESFY), chradnutim hrusky
(PD); 2) imunodominantny membranovy protein A (IdpA), detekovany u fytoplaziem
asociovanych s ‘western X-disease’ (WX) (Blomquist et al., 2001); a 3) antigénovy
membranovy protein (Amp), detekovany napriklad ufytoplaziem Zltacky astier (AY),
‘clover phyllody’ (CPh), a ‘onion yellows’ (OY) fytoplazmach (Morton et al., 2003;
Barbara et al., 2002).

Stadie preukazuji, Ze fytoplazma moze znaéne ovplyvnit hostitelskii rastlinu vo svoj
prospech. Jednou zmoznosti je redukcia v produkcii obrannych latok, ktoré odpudzuju
hmyz Ziviaci sa floémom alebo znizuji jeho fitness. Takéto rastlny sa stavaju ldkavejSimi
pre tieto vektory a hmyz ich prednostne vyhl'adava (Weintraub a Beanland, 2006). Druhou
moznostou na prildkanie hmyzu je zvySovanie syntézy lahko straviteInych Zivin
V hostitel'skych rastlinach. Dané rastlny navySe vykazuyji priznaky mfekcie ako je
napriklad chloréza listov apre hmyz je tak jednoduchSie rozlit' infikkované rastliny od
neinfikovanych (Todd et al., 1990).

Pre spravnu funkciu celého systému komplexnych vztahov medz vektorom,
hostiteI'skou rastlinou a fytoplazmou, musia byt splhené nasledujice 3 podmienky:
(1) pritomnost’  vnimavej hostitel'skej rastliny v danom case (sezone) a geografickom
priestore; (2) pritomnost’ patogéna a (3) pritomnost’ vektora. Aktivitu a ucast’ kazdého
ztroch komponentov sprostredkovavaju environmentalne podmienky. Je samozrejmé, ze
by hmyz opustl vhodni hostiteI'ski rastlinu iba v pripade, Zze by ho ktomu donutili
biotické (prehustenie populacie, vyvojové Stadium, genetickd tendencia k migrovaniu)
alebo abiotické faktory (Weintraub a Beanland, 2006).
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Symptomy hostitel'skych rastlin infikovanych fytoplazmou

Vplyv pritomnosti fytoplaziem sa Urastlin prejavuje na urovni buniek a pletiv réznym
sposobom. Primadrne mézu viest k produkcii defektnych proteinov, zvySenej nadprodukcii
fenolickych  Zloziek a hydrogén peroxidu v hostitel'skych rastlinich (Junqueira et al.,
2004; Musetti et al, 2000; 2005). Daliimi faktormi, ktoré negativne ovplyviluju
hostitel'ské  rastlny infkované roznymi fytoplazmami si: redukcia koncentracie
fotosyntetickych pigmentov (Bertamini a Nedunchezhian, 2001), zmeny v hormonalne;
rovnovahe (Maust et al., 2003; Jagoueix et al., 2001) ¢i v transporte aminokyselin (Lepka
et al, 1999). Vyskyt fytoplazmy vo floéme navySe ovplyviluje a naruSuje transport
karbohydratov v sietkoviciach (Bertamini a Nedunchezhian, 2001).

Na urovni celého organizmu mozeme pozorovat charakteristické zltnutie a Cervenanie
listov, menSiu velkost' listov a celkovo zakrpateny wvzrast rastliny, skracovanie alebo
abnormalne predlzovanie iternddii, prolifericiu mladych vyhonkov, metlovity charakter
rastu, sterilitu kvetov, upadok az thyn rastliny (Bertaccini et al., 2001; 2005; 2007).
Typickd je aj listova proliferacia, produkcia listom podobnym tUtvarov na mieste kvetov,
sposobena deregulaciou génov riadiacich formovanie kvetov (Pracros et al., 2006).
Nekroza podzemnej Casti rastliny spravidla predchadza prejavom infekcie v nadzemnej
Casti rastliny. Intenzita a charakter symptomov zavisi ako na druhu hostitel'a, tak aj na
druhu fytoplazmy a stadiu infekcie (Lee et al., 2000).

Na druhej strane moZe fytoplazma sposobit vela neSpecifickych symptomov
vyvolanych stresom rastliny. Niektoré symptomy sposobené fytoplazmou boli po urcité
obdobie vyuwzivané aj pre komercni produkci; zredukovani velkost' niektorych
konkrétnych rastlin ako nasledok infekcie fytoplazmou umoznila ich pestovanie
v kvetinaGoch. Prikladom je Prystec najkrajsi (Euphorbia pulcherrima, Willd. ex
Klotzsch). Divoky typ predstavuyje strom, pricom infekcia fytoplazmou zo skupiny 16Srlll,
‘peach  X-disease’, umoziiuyje pestovanie tejto rastliny v kvetinaCoch a sposobuje
charakteristické potlacenie apikalneho rastu a tvorbulistovych ruzic (Bertaccini et al.,
1996; Lee et al., 1995; 1997).

Distribucia fytoplazmy v hostitel'skejrastline

Fytoplazmy sa vyskytuji vo floéme sietkovic, ich distribtcia je vSak casto v hostitelovi
nerovnomerna rovnako ako aj ich koncentracia (Seemiiller et al., 1984). Fytoplazmy su
schopné pohybovat' sa vramci rastlny vo floéme a kolovat' spolu s asimila¢nym tokom

smerom od zdroja do sinku. Ich pleomorfay tvar a minimalna velkost’ im umoziuje volne
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prechadzat’ cez pory v sietkoviciach (Christensen et al., 2004). S tymto javom suvisi
typické sezonne kolisanie populdcie patogéna v drevinich ako aj kazdorofnd redistribucia
fytoplazmy v rastline po zimnom obdobi (Guthrie et al., 1998; Seemiiller et al., 1984).
Existuju vSak vynimky, uktorych sa fytoplazmy vyskytuyji Vvnadzemnych castiach rastlin
aj poCas zimy, prikladom su druhy rodu Prunus (Jarausch et al., 1999a). Bolo tiez
preukdzané, ze existuyju rozdiely vmnozstve fytoplazmovej DNA medzi jednothivymi
rastinami inflkovanymi z jednej a tej istej rodiCovskej rastliny (Christensen et al., 2004).

Vegetativne Sirenie fytoplaziem medzi hostitel skymi rastlinami

Odhliadnuc od wvektorov sa fytoplazmy Siria vegetativne infikovanym rastlinnym
materidlom, napriklad prostrednictvom Stepov a ociek, rezanim alebo mikropropagaciou
(CABI, 2015). U niektorych kmeniov fytoplaziem bol potvrdeny aj prenos semenami
(Cordova et al., 2003), avSsak obecne sa nepredpoklada, ze by sa fytoplazmy mohli $irit’
tymto sposobom zdovodu neexistujiceho priameho spojenia sietkovic kvetnych cCasti

a vyvijajiceho sa embrya.

3.7. Vektory fytoplaziem

Vektory prenosu sa liSia zavisiac od typu fytoplazmy, ktoru prendSaju, od populacie
vektora, od geografického rozsirenia a iné. Fytoplazmy si prenasané réznymi zastupcami
bodavo-savého hmyzu zradu Hemiptera (Hemipteroidny komplex, ktory spolu
s Thysanoptera patri do skupiny Condylognatha), ale iba vybranymi ¢eladami z podradu
Auchenorrhyncha:  Deltocephalinae,  Cercopidae, Cixiidae, Derbidae, Delphacidae,
Cicadellidae a Sternorrhyncha: Psyllidae (Weintraub a Beanland, 2006). Pre tieto skupiny
st charakteristické 2 znaky: a) Patria medzi hemimetabola (nymfy a dospelce sa kfmia
obdobne av tej istej lokalite — fytoplazmy moézu prenasat ako nedospelé jedince tak aj
dospelce (Tedeschi a Alma, 2004); b) Kimia sa Specificky a selektivne na ur€itych
pletivach rastlin, co im umozZiuje byt efektivnymi vektormi patogénov, ktoré sa v nich
zdrziavaji. NavySe ich kfmenie nema deStruktivny charakter, uspeSne mokulua
hostitel'ski  rastlinu bez poskodenia vodivého pletiva a vyvolania obrannych odpovedi.
(Weintraub a Beanland, 2006).

Niektoré fytoplazmy si zndme Sirokym okruhom hmyzich vektorov, zatial ¢o né¢ moézu
mat’ iba jedného. Dokonca aj vramci druhu moézu odlisné populacie, najCastejSie
geograficky oddelené, byt kompetentnym vektorom patogéna len v jednej oblasti a v inej

oblasti fytoplazmu neprenaSaji. Je nutné si tiez uvedomit’, ze je ovela viac popisanych
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druhov fytoplaziem ako je identifikovanych vektorovych druhov (Weintraub a Beanland,
2006).

Pri stadiu vektorov fytoplazmy je nevyhnutné poznat’ ich ekologu: Zzivotny cyklus
a dynamiku druhu a populacie, ich priestorové rozSirenie, sezonne a denné presuny,
prirodzenti infek¢nost’ vektorov, ako aj identifikovat vektorov novych. A co viac, pri
detekcii infek¢nosti vektorov treba rozliSovatt medzi jedincami, ktoré fytoplazmu
prenasaji, a Uktorych bola iba potvrdend jej pritomnost. Z testu mdze vyjst' poztivny aj
jedinec, uktorého sa fytoplazma vyskytuje kdekolvek pozdiz jeho traviaceho traktu alebo
jedinec, ktory predstavuje kone¢ného hostitela fytoplazmy. Oba tieto jedince na rozdiel od
mokulyjiceho vektora fytoplazmu neprendSaji anie su teda predmetom ziymu Stadii
zameranych na Sirenie fytoplazmy. Na dovazok pozostatky fytoplazmovej DNA zotrvavaja
vtele hmyzu aj dlho po tom, Co fytoplazma stratila Zzvotaschopnost a schopnost
amplifikovat sa (Weintraub a Beanland, 2006).

Interakcie vektor, patogén a hostitel'skarastlina fytoplazmy

Interakcie medzi  hmyzom, fytoplazmami  a hostiteI'skou rastlinou st  komplexné
a variabiné. Komplexny sled udalosti nevyhnutnych pre ziskanie a nasledné prenasanie
fytoplazmy hmyzom na rastlny vyzaduje vo vAcSine pripadov vysoky stupen
odpovedajicej Specifity medzi hmyzim vektorovym druhom a fytoplazmou, ktort prenasa.
Existyji  vS8ak vynimky, kedy interakcia medzi hmyzom a fytoplazmou vobec nie je
Specificka a vysledkom je moznost’ prenosu jedného typu fytoplazmy viacerymi vektormi,
ako bolo preukazané napriklad pre kmene fytoplazmy ZltaCky astier alebo fytoplazmy
‘wester X-disease’ v Severnej Amerike (Ebbert et al., 2001; Lee et al., 1996). V ramci
hmyzu rozliSujeme monofagne a polyfigne vektory, pricom druhd spominand skupina ma
potencial mokulovat’ Siroky okruh rastlinnych hostitelov. Na ddvazok jeden druh vektora
moze prenasat dve alebo viac roznych fytoplaziem alebo samotny jedinec moéze byt
inflkovany zmesou fytoplazmovych kmenov (Ebbert et al., 2001).

Medzi patogénom a vektorom Sa na charaktere interakcii vyznamne podiel’aja
antigénoveé membranové proteiny  fytoplaziem, ktoré formulya  komplexy
s mikrofilamentami ¢revnych svalov konkrétneho hmyzu. Existencia tohto komplexu je
vkorelacii so schopnostou vektorov prenasat’ prislusnii fytoplazmu (Suzuki et al., 2006;
Hoshi et al., 2007). Imunodominantné proteiny fytoplaziem vykazuji zna¢ni antigénova
variabilitu na zdklade Coho sa dd usudzovat pritomnost’ selektivnej adapticie parazita na

vyhnutie sa imunitnému systému hmyzieho vektora. (Kakizawa et al., 2009). Na druhej
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strane niektoré Studie preukazali, ze zatial' Co v prirodzenych podmienkach sa hmyz na
urCitych rastlinnych druhoch nekfmi, v laboratornych podmienkach moze svoje spravanie
zimenit’ a Z takejto rastliny fytoplazmu ziskat’ a d’alej ju prenaSat. Z tohto dovodu je teda
vV mnohych pripadoch lmitujuci v Sireni fytoplazmy skor hostitel'sky okruh vektorov
fytoplazmy nez nedostatok fytoplazma-Specifickych bunkovych membranovych receptorov
spominanych vysSie (Bosco et al., 1997; Marzachi et al., 1998).

Fytoplazma mdze mat na svojho vektora vramci jeho fitness rozny dopad. Tento
vzajomny vztah moze byt pre hmyz vyhodny, Skodlivy alebo neutralny. Prvotné Studie
naznaCovali, ze mfekcia bola pre hmyz Skodliva, patogén mal v ojedinelych pripadoch pre
svojho hmyzieho hostitel'a letalne uCinky (Madden et al., 1984; Severin, 1946). Stcasné
stidie preukazuji, ze na hmyze infikovanom fytoplazmou sa obvykle neprejavuju zadne
symptomy a fytoplazmy mézu urCitym spdsobom aj prispievat na zvySovanie ich fitness
(Christensen et al., 2005). Tento vplyv moze byt rozdielny v zavislosti na tom, ¢i sa jedna
0 ich primarneho alebo sekundarneho vektora (Madden et al., 1984). Dolezitu ulohu tiez
zohrava wvplyv teploty okolitého prostredia, ktora tiez moze pozmenit’ interakciu medzi
nimi, pricom rozdiel je vtom, ¢i na svojho vektora bude alebo nebude mat zhubny vplyv
(Garcia-Salazar et al., 1991).

Na urovni konkrétnej ziujmovej oblasti je presun apohyb vektorov ovplyvneny
rozlozenim hostiteI'skych rastlin. Pravdepodobne kratSie vzdialenosti medzi preferovanymi
rastlnami zvySuju tendenciu hmyzu k prestuvaniu medzi nimi (Power, 1992).

Vplyv, aky ma fytoplazma na hmyziecho vektora, urCuje aj rozSirenie samotnej
fytoplazmy. DlhSie  Zijjice vektory su schopné infikkovat viac potencionalnych
hostitel'skych rastlin a produkovat’ viac potomkov. Evolutne TUspeSnejSie su teda
fytoplazmy, ktoré nezabfjaju svojho nositel'a a predpokladd sa, Ze takéto fytoplazmy presh
dihsim koevoluénym vyvojom (Weintraub a Beanland, 2006).

Mechanizmus Sirenia fytoplazmy vektormi

Sposob Sirenia fytoplazmy v inflkovanom jedincovi ako aj spdsob, akym tuto infekciu
ziskava a prenaSa na ostatné hostitel'ské rastliny savisi so samotnou distribuciou
fytoplazmy vo vektore. Fytoplazma je uinflkovanych jedincoch pritomna v hemolymfe,
slinnych Zl'azach ardéznych dalSich organoch. Schopnost’ prenasat’ tohto patogéna ziskava
vektor po sani na infikovanej rastline. Dizka sania nevyhnutna k zskaniu dostatoéného

titru fytoplazmy je oznaCovand ako akvizilnd perioda (AAP). Jej trvanie moZe
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predstavovat’ par minit, ale bezne je merand v hodinich, a ¢im dlhSie AAP perioda trva,
tym je vacSia Sanca, ze hmyz ziska dostatocné mnozstvo fytoplazmy (Purcell, 1982).

Patogén pritomny vo floéme prechddza pocas sania cez styletu do ustnej dutiny
vektora, kde penetruje epitelové bunky a kde zaroven prebiecha jeho prva replikacia.
Zustnej dutiny pokracuje patogén az do Creva trdviacej sustavy hmyzu, kde jeho
multiplikicia pokraduje. Dalej pokraduje bud’ cez stenu enterocytov alebo paracelularne
medzi enterocytmi (Lefol et al., 1993) adostdva sa do hemolymfy. Postupne infikuje
vnitorné organy ako napriklad malpigické trubice (Lherminier et al., 1990), tukové
teliesko, mozog (Lefol et al., 1993; Nakashima a Hayashi, 1995) alebo reproduk¢né organy
(Kawakita et al., 2000).

Na to, aby bola fytoplazma prendSand vektorom na d’alSie rastliny, musi Vv kone¢nom
dosledku penetrovat’ bunky slinnych Zliaz, kde sa zacne multiplkovat az kym dosiahne
uréita uroven — infekény titer (Kirkpatrick, 1992). Fytoplazma prechiddza troma bariérami:
bazdlnou laminou, bazilnou plazmalémou a apikdlnou plazmalémou aje nasledne
uvolnovana so slinami zo slinnych Ziaz (Lefol et al., 1993; Vega et al., 1993; 1994).
Prave zo slin sa dostava fytoplazma do d’alSicho rastlinného hostitel'a (Tsai, 1979). Priklad
zivotného cyklu fytoplazmy zahfiajiceho hmyzieho vektora vid’ obrazok 1.

Obrizok 1: Zivotny cyklus fytoplazmy (Oshima et al., 2011)

Slinné #Pazy

Akviziéné kfmenie

| Infekéna rastlina

Infikovany vektor

Latentna periéda

Multiplikacia

Multiplikacia

Zdravarastlina — [ aeees s

Infekény vektor

Inokula¢né kimenie Bunlslorom

Inkuba¢nad doba, pocas ktorej sa patogén multiplikuje v tele vektora, ale vektor ho
neprenasa, trva rozne dlhia dobu, priblzne 10 az 45 dni a predstavuje latentni periddu.
Dika latentnej periddy zavisi na teplote prostredia, pri teplotaich nizich (10 °C) trva
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inkubacnd doba najdlhsie, pri vysSich teplotich (30 °C) je mnkubacna doba najkratSia
(Murral et al., 1996; Nagaich et al., 1974). Po uplynuti inkuba¢nej doby je vektor schopny
prenasat’ fytoplazmu (Carraro et al., 2001) a je schopny prenosu tohto patogéna viac-menej
az do konca svojho zivota. Vektory tak prenasaju fytoplazmy cirkulativne, perzistentne
a propagativne. Mimo i€ boli zaznamenané aj prenosy transovaridlne pre urcité
kombinacie vektorov a chorob, ktoré spdsobuju, napriklad pre Scaphoideus titanus
a zltacku astier (Danielli et al., 1996; Alma et al., 1997); Hishimonoides sellatiformis
a ‘mulberry dwarf’ (Kawakita et al., 2000) alebo Matsumuratettix hiroglyphicus
(Matsumura) a ‘sugarcane white leaf” (Hanboonsong et al., 2002).

3.8. RozSirenie fytoplaziem, ich ekonomicky dopad a kontrola

Choroby suvisiace s fytoplazmou su rozSirené celosvetovo, avSak konkrétne
fytoplazmy mozu byt limitované v ich hostitel'skom okruhu a distribtcii v konkrétnej
oblasti.  V jednotlivych krajinich su rozne podmienky ardzna troven vyskytu
fytoplazmovych ochoreni a preto sa aj snahy obmedzt negativny dopad fytoplaziem na
hospodarsky vyznamné plodiny [iSia.

Kontrola fytoplazmovych ochoreni je naro¢nd z dovodu ich floémovej povahy. Citliva
a presna detekcia tychto mikroorganizmov, aktualizované znalosti distribticie ochoreni ako
aj pritomnost’ a status vektora st velmi dolezit¢é na odhad rizika Skodcu, fytosanitarne
rozhodnutia a rozvoj manazmentu s fytoplazmou suvisiacich chordb. Zakladaji sa
databaze, ktoré pomahaju pochopit’ epidemiologi fytoplazmy. Objavuji sa nové a nové
typy fytoplaziem a s fytoplazmami suvisiace vektory. VylepSuyji sa techniky, ktoré
pomahaju identifkovat’ pritomnost ¢i uz v rastlnnom alebo Zzivo¢Snom materiali
Z dovodu ich devastujiceho u¢inku na hospodarsky vyznamni produkciu ovocia, zeleniny,
ale aj kultirnych a okrasnych rastlin bolo nutné zalozit' a ur¢it medzinarodné obmedzenia
a karanténne regulacie (Lee et al., 2000; Bertaccini 2007). Kontrola epidemického
vypuknutia fytoplazmovych ochoreni moze byt prevedena teoreticky najprv kontrolou
vektorov  alebo  elimindciou  patogéna  zinfkovanych  rastlin  prostrednictvom
meristtmovych  kultlr, antibiotikami alebo mymi chemikdliami (Bertaccmni, 2007).
Typické opakované oSetrovanie infikovanych rastlin antibiotkami tetracyklinovej povahy
je vSak dnes uz bud’ obmedzené alebo zakazané (v zavislosti na krajine) v jeho praktickej
aplkaci zdovodu ich fytotoxicity. Ich dlhodobé pouZzivanie by navySe mohlo viest
K vzniku rezistentnych kmeniov fytoplaziem voci pouzivanému antbiotiku. Preto sa

vyvinula snaha o produkovanie fytoplaziem prostého materidlu alebo ndjdenim fytoplazma
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- rezistentnych odrdd za uUcelom indukcie rezstencie urastlin (Dai et al., 1997; Kison
a Seemiiller, 2001; Jarausch et al., 1999b; Seemiiller et al., 2007).

Zékladom Ttspesnej ochrany je pochopenie mechanizmu rezistencie hostitel'skych
rastlin, selektovanie rastlin S rezistenciou voci patogénovi ako aj vo¢i hmyzim vektorom,
zistenie v ¢om sa lisi rezistentna odpoved’ na iné patogény od tych na fytoplazmu (Garnier
et al., 2001). Skimaju sa uCinky biotickych a abiotickych environmentdlnych faktorov na
ochorenie arozvoj symptomov, pracuje sa na rozvoji nizko-dopadovych insekticidov
a oSetrovatel'skych planov, Studuyji sa mterakcie endofytov S hostitelI'skymi rastlinami
askima sa, ¢i mierny fytoplazmovy kment mdze UCinne ochranit’ rastlinu pred mnfekciou
sine  virulentnym fytoplazmovym kmetiom (Jarausch a Torres, 2014). Stadium miernych
asilne virulentnych kmenov je vSak problematické ato z dovodu, Ze starSie stromy su
kvoli opakovanej mokulacii vektormi inflkkované vacSinou viacerymi roéznymi kmenmi
sroznym stupfiom virulencie aich pomerné zastipenie v napadnutej rastline sa v priebehu

casu meni (Schlesingerova, 2011).

Kontrola fytoplazmovych vektorov

Pre kontrolu Sirenia fytoplaziem je nevyhnutnd kontrola ich vektorov pomocou roznych
opatreni. VacSinou su proti nim vywzivané insekticidne latky, priCom sGc¢asné vyuzivanie
pesticidov a insekticidneho oSetrovania zdaleka nesta¢i na kontrolu fytoplazmovych
ochoreni (Firrao et al., 2007) a v protiklade k tomu stoji aktuilna snaha redukovat dopad
insekticidov a prejst’ k ekologickym stratégiam pri pestovani (Jarausch a Torres, 2014).
Priame odstrafiovanie zdrojov mokula sa osved¢ilo iba v pripade fytoplaziem prendsanych
monofdgnym hmyzom, takmer nepredstavitelné je vyuztie tejto metddy U polyfagneho
hmyzu, ktory sa navySe kfmi na divoko rasticich rastlinich, ktorych rezervodre su cCasto
nezname. Jednym z cielov je suCasne pochopenie a identifikacia bariér proti fytoplazmovej
kolonizicii tela hmyzu s vyuztim pri tvorbe uCmnnych stratégii na redukciu infek¢énosti
hmyzej populacie. Naprieck rade problémov predstavuje dnes kontrola vektorov prenosu
fytoplazmy najucinnej$i sposob ako obmedzit’ rozsirenie fytoplazmy v pripade ovocnych
stromov a vinica. V prvom rade je ale nutnd identifikacia vektorov a ich populacii

(Weintraub, 2007).
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4. Fytoplazma proliferacie jablone (‘Candidatus Phytoplasma mali’)

Fytoplazma proliferacie jablone patri do 16SrX skupiny, tzv. AP skupiny (Lorenz
et al., 1995; Scemiiller et al., 1998b; Lee et al., 2000; Kison a Seemiiller, 2001), ktora
zahiha tri hlavné druhy fytoplaziem: ‘Ca. Phytoplasma mali’ 16SrX-A, vyvolavajicu
proliferaciu jablone (AP); ‘Ca. Phytoplasma pyri’ 16SrX-C, vyvolavajicu chradnutie
hrusky (PD) asiroko rozsireni ‘Ca. Phytoplasma prunorum’ 16SrX-B, vyvolavajicu
Europsku zitatku kostkovic (ESFY) (Bertaccini, 2007; Seemiiller a Schneider, 2004;
Marcone et al., 2010). Vsetky tri fytoplazmy S zaradené medz karanténne a K regulacii
doporucené patogény A2 zoznamu EPPO ast pritomné vo védcSine eurdpskych krajin
(EPPO, 2015).

Proliferacia jablone bola prvykrat popisana v Taliansku (Rui et al., 1950), pricom az
v neskorSom obdobi bola zstena jej priCina ahlavny patogén, ktorym je fytoplazma.
Fytoplazma proliferacie jablone bola popisana ako samostatny druh ‘Ca. Phytoplasma
mali’ vroku 2004 a v sucasnosti predstavuje jednou zekonomicky najvyznamnejSich
fytoplazmovych chorob na jabloniach v Eurépe (Seemiiller a Schneider, 2004; Seemiiller
et al., 2011).

4.1. Geneticka charakteristika a variabilita ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Zpohladu fylogenetiky ‘Ca. Phytoplasma mali’ vykazuje velmi vysok( identitu
s fytoplazmami patriacimi do AP skupiny. Hodnota identity fytoplaziem ‘Ca. Phytoplasma
pyri’, ‘Ca. Phytoplasma prunorum’ a ‘Ca. Phytoplasma mal’ sa pohybuje v rozmedz
98,5-99 %. Fytoplazma proliferacie jablone vykazuje od blizko pribuznej fytoplazmy
‘Ca. Phytoplasma pyri’ rozdiel vhodnote identity v rozmedzi1-1,1% aod fytoplazmy
‘Ca. Phytoplasma prunorum’ rozdiel v hodnote identity v rozmedz 1,3-1,5 %. Na ziklade
ustanovenia IRPCM, Ze novy druh musi mat spolo¢ni nizSiu ako 97,5% identitu
s predo$lymi popisanymi druhmi, ‘Ca. Phytoplasma mali’ v porovnani s ESFY aPD toto
kritérium nespliuje. Fytoplazmy zo skupiny AP su vSak uznané ako samostatné druhy na
zaklade ich odlisnej biologie, pod ¢im sa mysli odlisny okruh ich hostitelov ako aj odlisny
okruh ich vektorov. Fytoplazmy z AP skupiny mézu byt od seba odlisené RFLP analyzami
na ziklade ich odlisnych profilov s vyuztim restrikénych endonukledz Rsal, Sspl, BsaAl
aSfcl. Pre fytoplazmu proliferacie jablone bola vpozci 1393-1409 detekovana
charakteristickd ~ typova  sekvencia  5’-AATACTCGAAACCAGTA-3’ (Seemiiller
a Schneider, 2004).
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Analyza genetickej variability izolaitov AP fytoplazmy sa prevadza zameranim na
oblasti génu mmmo 16S-23S rDNA, a to amplifikaciou génov kodujucich ribozomale
proteiny rpl22-rps3, v pripade proliferacie jablone s vyuzitim primerov rpAP15f a rpAP15r
(Martini et al.,, 2008), amplifikiciou génov kodujucich nitroreductase-like protein
s vyuzitim primerov AP13 a AP10 (Jarausch et al., 1994; 2000), nasledne AP14 a AP15
(Casati et al., 2010). V zavislosti na skupine fytoplazmy sa vyuzivaju aj gény kodujice uz
spominané membranové proteiny, elongacné faktory, helkazy atd’.

Molekularna  charakterizicia génu kdédujiceho ribozomalne proteiny rpl22-rps3
odhalila pritomnost’ vySSej genetickej heterogenity vramci izolatov ‘Ca. Phytoplasma
mali aviedla k navrhnutiu 4 podtypov: rpX-A, rpX-B, rpX-C a rpX-D (Martini et al.,
2008). Analyzou génu pre nitroreductase-like protein, zlozeného ztroch otvorenych
Citacich ramcov (ORFs), bola preukdazand pritomnost najmenej troch odlisnych
AP fytoplazmovych podtypov oznaCovanych ako AT-1, AT-2 a AP-15 (Jarausch et al.,
1994; 2000).

Rozlisenie jednotlivych podskupin a podtypov fytoplazmy ‘Ca. Phytoplasma mali‘
sohladom na ich predpokladani virulenciu bolo dosiahnuté single-strand conformation
polymorphism (SSCP) a sekvenénymi analyzami fragmentu HfIB génu (Schneider
a Seemiiller, 2009).

4.2. Hostitelia ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Hlavnym hostitelom ‘Ca. Phytoplasma mali® st druhy rodu Jablon (Malus Mill), ¢i uz
divé alebo kultirne, pricom jej najvyznamnej$im hostitelom je Jablonn domaca (Malus
domestica, Borkh.). Ako jej dalsi hostitelia boli identifikovani napr. lieskovce (Corylus
ssp.), CereS$ne (Prunus avium), marhule (P. armeniaca) aslivky (P. domestica) (Bertaccini
et al, 2014). Jednotlivy hostitelia sa liSia svojou vnimavostou k patogénovi ako aj
prejavovanymi  symptomami a ich intenzitou Vvodozve na infikaciu. NajtypickejSieho
a najcastejSicho hostitela ‘Ca. Phytoplasma mali‘ predstavuje spomedzi jabloni odroda
‘Golden Delicious’, ktora sa ako vnimavy hostitel vyuZiva podla odporucenia EPPO
k testovaniu fytoplazmy jablone. Mimo ‘Golden Delicious’ existuje eSte vela dalSich
odrdd jabloni, ktoré st na pritomnost fytoplazmy citlivejSie. Jedinou doposial’ zistenou
vynimkou je pomerne odolny japonsky druh Jablon Sieboldova (Malus sieboldi (Regel)
Rehd.) (Kartte a Seemiiller, 1991; Schlesingerova, 2011).

Fytoplazmy ovocnych stromov su Sirené rastlinnym materidlom pri  propagacii

infikovanych Stepov alebo korenov (Kartte a Seemiiller, 1991), kontaktom korefimi medzi
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rastlinami (Ciccotti et al., 2007), pomocou ockovania, Stiepanim, hluzami, korefovym
zrastami ainé. U AP fytoplazmy nebol preukazany prenos semenami alebo mechanickou

mokulaciou.
Symptomy infekcie ‘Candidatus Phytoplasma mali

U hostitel'skych rastlin fytoplazmy proliferacie jablone pozorujeme symptomatické
a asymptomatické stromy. U symptomatickych rastlin mdZzeme pozorovat’ charakteristické
metlickovité vetvenie rastliny, tvorbu ruzic listov, ktoré vyrastaji na vrcholoch vetiev (je
to dosledok rastu dormantnych pucikov v lete). Ruzice pozostdvaju z malych listov alebo
dihsich palistov rasticich vo velmi Sikmom uhle. Za daKie prejavy infekcie fytoplazmou
mdzeme povazovat mensie pocty kvetov aich sfarbenie, kedy sa vytvaraju zelené lupienky
listového charakteru namiesto bielych okvetnych listov. Uroda nedosahuje ani 50 %
zpodvodnej urody. Plody su mensie, nedostatoéne vyfarbené a maju nevyrazni chut.
Abnormality vraste sa prejavuju aj na korenoch, ktorych pocet je sice oproti normalemu
stavu zvySeny, na druhej strane korene nedosahuju ocakdvani hrabku. Takéto korene
potom vytvaraju velkll zauzleni siet’ a vzijomne si prekazaju. Sprievodnym znakom
napadnutia  proliferaciou jablone je zvySend citlivost k napadnutn micnatkou jabloni
(Podosphaera leucotricha) (EPPO, 1997).

Vzhladom na kazdorocni redistribicu fytoplazmy v rastline po zimmnom obdobi sa
vSetky tieto symptomy zroka na rok menia, a takisto sa nevyskytuji na tych istych vetvach
kazdy rok (Blumer a Bovey, 1957; Bovey, 1963; 1972; Schuch, 1962).

Symptomy proliferacie jablone sa nemusia vzdy prejavit na celej rastline, v pripade
latentnej infekcie sa neprejavuju vobec. Mnohé stromy vykazuji symptomy iba pocas
prvych troch rokov po napadnuti potom unich priznaky vymiznd. U mnohych
bezsymptomovych stromov bola preukdzand uz spommand latentnd infekcia. Takéto
stromy mdzu byt skrytym zdrojom infekcie a ich skora detekcia a nasledné odstranenie je
rovnako dolezité ako intenzivna kontrola vektorov (Ambrozie Turk et al., 2008; LeSnik
et al., 2007; Mehle et al., 2010).

V pripade niektorych inflkkovanych stromov bol pozorovany jav nazyvany ‘recovery’,
stav pripominajici ozdravenie. Tieto stromy VdIhsom obdobi nevykazovali zadne alebo
len mierne symptomy infekcie. Ani tento stav vSak nie je zarukou, Ze sa vazne symptomy
movu neobjavia. Rozvoj symptomov  vyrazne zavisi na  virulencii  infikujuceho
AP fytoplazmového kmena (Seemiiller a Schneider, 2007). Prejavy priznakov a ich

intenzita nie su rovnaké ani u materskej rastliny a rastliny znej vypestovanej. Z materialov
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odobratych z inflkovanych, ale bezpriznakovych materskych rastlin moézu vyrast’ rastliny
so sinym prejavom symptomov a naopak. Prave preto nemdze byt bezpriznakovost
napadnutych rastlin automaticky povazovand za prejav pritomnosti mierneho kmena
fytoplazmy (Schlesingerova, 2011). Sucasne mdézu byt stromy inflkkované viacerymi
kmenimi fytoplazmy proliferacie jablone (Seemiiller et al., 2010; Seemiiller a Schneider,
2007).

Interakcie hostitel - ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Interakcia hostitel'skej rastliny a fytoplazmy ‘Ca. Phytoplasma mali‘ bola podrobne
Studovana na priklade odolnej jablone Malus sieboldii awvnimavej jablone Malus
domestica, odrody ‘Golden Delicious’. Pri $tidiu rozdielov v interakcii patogéna S tymito
rastinami bolo objavené, Ze dochadza k rozdielnej expresii génov v odpovedi na stres
a patogéna. Jedna sa o tri gény, ktoré su zodpovedné za elektronovy transport, produkciu
H,O, asignalizaiciu. Porovnania navySe preukazali Ze wuvnimavej jablone Malus
domestica dochadza k vyraznej zmene v celularnej organizacii postihnutého floémového
pletiva. U Malus sieboldii tieto zmeny boli pozorované iba na minimalnej Grovni (Kartte
a Seemiiller, 1991; Musetti et al., 2010; Moser et al., 2011).

Daliou analyzou interakcie ‘Candidatus Phytoplasma mali’, jej hostitela, jablone
(Malus domestica) a jej vektora Cacopsylla picta a C. melanoneura (Hemiptera, Psyllidae)
bolo preukazané, ze fytoplazma moéze modifikovat’ hostitel'skti rastlinu, ktora v reakcii na
mfekciu zacne do prostredia uvolnovat’ prchava latku. Tato latka robi mfikovani rastlinu
atraktivnejSou pre jej vektora Cacopsylla picta, ktory je schopny rozlisit odor zdravej
a infikovanej jablone, pricom preferyje infikovana rastlinu a takto prispieva Kk efektivnemu
Sireniu fytoplazmy v ramci hostitel'skej populacie (Gross et al., 2011; Mayer et al., 2008a;
2008b; 2011). Rastlinou produkovana latka — seskviterpén beta-caryophyllene atrahuje obe
pohlavia C. picta, preto je zvazované jeho vyuzitie na vyvoj pasci na monitorovanie

a odchyty jedincov C. picta (Gross a Mayer, 2010).

4.3. Vektory ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Vyznamné fytoplazmové vektory patria do podradu Sternorrhyncha, nadcelade
Psylloidea, rod Cacopsylla (Weintraub a Beanland, 2006). Fytoplazma proliferacie jablone
je prenasana propagativnym, perzistentnym sposobom (Marzachi et al., 2004).

Zname vektory ‘Candidatus Phytoplasma mali’ su méry Cacopsylla picta (synonymum
C. costalis) (Foerster, 1848; Frisinghelli et al.,, 2000; Jarausch et al., 2003)
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a C. melanoneura (Foerster, 1848; Tedeschi a Alma, 2004). Mimo nich boli objavené aj
iné hmyzie vektory prenosu ‘Ca. Phytoplasma mali‘ ako je peniarka Philaenus spumarius,
cikadka Artianus interstitialis (Hegab a El-Zohairy, 1986) a Fieberiella florii (Krczal
et al., 1988; Tedeschi a Alma, 2006; Mehle et al., 2011).

Cacopsylla picta (Foerster,1848)

Cacopsylla picta bola popisana vroku 1848 Forsterom. Jedinci predstavuju oligofagov
rodu Malus, ich hostitelmi st Jablon domaca (Malus domestica) a Jablon lesna (Malus
sylvestris) (Burckhardt, 1994; Hodkinson, 2009). C. picta je distrbuovana ia v Europe
(Ouvrard, 2014), ako vektor fytoplazmy AP bola potvrdena v stadiach v roku 2000 a 2003
(Frisinghelli et al., 2000; Jarausch et al., 2003). Ako vektor fytoplazmy proliferacie
jablone je tito méra potvrdena v severovychodnom Taliansku (Tedeschi et al.,
2002; Frisinghelli et al., 2000), Nemecku (Jarausch et al., 2003; Carraro et al., 2008),
severnom Francizsku (Alsace) asevernom Svajéiarsku (Aargau, Solothurn) (Jarausch
et al, 2011), Finsku (Lemmetty et al., 2011; 2013), Pol'sku (Cieslinska a Kruczynska,
2011; Cieslinska et al., 2012), Spanielsku, Rakusku a Baskicku (Lavina et al., 2011).

Zivotny cyklus méry C. picta je podobny ako uméry Cacopsylla melanoneura. Hmyz
dokon¢i jednu generaciu za rok a ako dospelec hybernuje na ihlicnanoch (Mayer a Gross,
2007; Mattedi et al., 2008; Cermak a Lauterer, 2008). Jarna migracia mér z ihli¢nanov na
hostitel'ské rastliny zac¢ina v marci, dosiahne maxima v prvej polovicke aprila a dokon¢i
cyklus vpriebehu 5 tyzdfiov. Méry najprv migruji na trnky a hlohy, az nasledne sa
presuvaju na jablone, kde nakladu vajicka. Vyvin lariev trva 4 az 5 tyzdiiov, pricom nové
mmaga zotrvavaji vSadoch eSte priblzne 2 tyzdne. Migracia novych generaci mér
Z hostiteI'skych rastlin spat’ na ihlicnany sa odohrava cca. na konci juna (Jarausch et al.,
2003; Mattedi et al., 2008; Tedeschi et al., 2002; 2009). Predpoklada sa, Ze migracia mér
na ihlicnany prebicha spdsobom, kedy jedince C. picta si pasivne prenesené v teplych
letnych dnoch stapajicimi  vzduSnymi pradmi. Tieto prady vystupyji z nerovnomerne
rozohriattho zemského povrchu do vysSich oblasti, desiatky kilometrov pre¢ od
hostitel'skych  rastlin v nizindch. Ked prady dosiahnu vrchy, stratia  svoju undsaciu
schopnost’. Jedinci mér nasledne aktivne vyhladédvajo vhodny ihlicnaty strom na
prezimovanie. V Ceskej republike prezimovavaju prednostne na smreku Vnadmorskych
vyskach 500 m. n. m. a vysSie. Takéto vzdusné prudy vhodné pre pasivnu migraciu mér
vystupyju iba v dlho-dennej peridde (jun - august) medzi 11 rano a4 az 5 hodinou vecer.

V tejto peridde jumé a juhovychodné vetry previadaja v danej oblasti a predeterminuju
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migratni drahu mér. Stupajice vetry nevystupujii v kratko-dennych periodach, a preto tie
druhy mér, vktorych sa dospelci novej generacie objavia prili§ skoro (april — maj) alebo
prilii neskoro (september — november) mdzu migrovat’ len na kratke vzdialenosti (Cerméak
a Lauterer, 2008).

‘Ca. Phytoplasma mali‘ sa vo vektore C. picta multiplikuje velmi rychlo, takze novi
jedinci sa stavaji infek¢nymi v ramci 2 tyzdiiov a st schopni prenaSat’ chorobu vnutri sadu
vtej istej sezonne, co indikuje polycyklicky patosystém s dvoma hlavnymi transmisnymi
periddami (Jarausch et al., 2011). Fytoplazmu navySe vektory prenasaju po cely Zvot,
perzistentne (Carraro et al., 2008; Jarausch et al., 2003; 2004).

Monitoring jedincov mér C. picta sa moze prevadzat’ pomocou Ztych lepovych dosiek,
ktoré sa vyveSiavaju do korun stromov, priblizne vo vyske 1,5-2 m nad zemou. VeSaju sa
diagonalne kazdych 20 m smerom od okraja ku stredu sadu. Aplikacia dosiek prebieha od
zaciatku doby ndletu az po obdobie spitnej migracie mér na zimoviskd, pricom dosky sa
aplikuju v tyzdiiovych intervaloch. Dakim spdsobom je odchyt do sietky a sklepavanie.
V sade sa zvyCajne vyskytuju viaceré druhy Cacopsylla, preto je pri hodnoteni dolezta ich
spravna determinacia (Tedeschi et al., 2002; Galetto et al., 2005; Fialova et al., 2008;
Tedeschi et al., 2009; Casati et al., 2010).

Pri studiach, ktoré prebiehali v rokoch 2002-2009 vsadoch v Nemecku, severnom
Svajéiarsku a vychodnom Franctzsku, bolo zstené, 7e obe pohlavia C. picta st priblime
rovnako infekéné, avsak viac bolo odchytenych samiciek. Celkovy pomer samec : samica
bol 1:1,5. Fytoplazmu proliferacie jablone uspesne prenasaju ako dospelce, tak aj nové
jedince. Uginnost prenosu sa pohybovala medz sledovanymi rokmi vrozmedzi 8 az 45 %
pre prezimujuce jedince a od 2 do 20 % pre jedince z novej generacie. Predpoklada sa ista
korelacia medzi uroviiou infek¢énosti  C. picta a infekénostou vsade napadnutom
‘Ca. Phytoplasma mali’. Titer fytoplazmy v jedincoch odchytenych uz druhy den po prvom
ndlete do sadu bol rovnako vysoky ako ujedincov testovanych po 6 tyzdiloch. To
mamend, ze prezimyuice jedince prisli do sadu s vysokou koncentraciou fytoplazmy
vsebe, a Zze fytoplazma sa vhmyze multiplikuje pocas celej periody, ktor stravi na
zimovisku (Jarausch et al., 2011). Odhliadnuc od zna¢ne nerovnomernej populacnej
hustoty, je vodlisnych regidnoch podobna populaéna dynamka mér a zaroven je vo
vSeobecnej zhode vzhladom k Zivotnému cyklu C. picta v tychto regionoch (Mattedi et al.,
2008). Jarausch et al. (2011) navySe zstili, Ze typ rezimu pestovania jabloni nema
Vv skuto€nosti vplyv na frekvenciu vyskytu vektora. Iba pestovatel'ské postupy zahriujice

intenzivne postrekovanie viedli v niektorych sadoch k redukcii velkosti populacie vektora.
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Problémom vsak je, ze mnohé postreky zaCinaju byt aplikované az po zaciatku remigracie
mér do sadov, kedy uz na vektora nemaju Ziaduci u¢mnok.

O zmesnych  mfekciich mér C. picta viacerymi roéznymi  podskupinami
‘Ca. Phytoplasma mali’ existuyje minimum informacii. Ermacora et al. (2007) preukazali,
ze jedinec C. picta bol infikovany zmesou fytoplaziem podskupin rpX-A arpX-D pri sani
Z hostiteI'skej rastliny, ktord niesla ti istd zmesnu infekciu. Jednalo sa vSak iba o jedného

jedinca z 20 testovanych, dalsie $tidia neboli prevedené.

Cacopsylla melanoneura (Foerster,1848)

Cacopsylla melanoneura bola popisana v roku 1848 Forsterom. Ako vektor fytoplazmy
AP bola potvrdena v stadiach v roku 2002 (Tedeschi et al., 2002; Tedeschi a Alma, 2004).
Jedinci st schopni prenasat’ rozne typy fytoplaziem zo skupiny 16Sr (Seemiiller, 2002).
V minulosti bola C. melanoneura povazovana za oligofaga pre hostitelov patriacich do
rodu Crataegus aza jej hlavného hostitela bol povazovany hloh (Crataegus monogyna
Jacq.) (Tedeschi et al., 2009). V stcasnosti je preukazané, Ze jej hostitelmi su tieZ jablone
(Malus spp.) a prilezitostne d’alsie rody zc¢elade ruzovité, ako st napriklad hrusky (Pyrus
spp.) alebo mispula (Mespilus germanica L.) (Lauterer, 1999). Bolo potvrdené, Zze
C. melanoneura je schopna vnimat a orientovat’ sa medzi odli§nymi hostitel'skymi odormi
(Gross a Mekonen, 2005; Mayer a Gross, 2007). Ako vektor fytoplazmy proliferacie
jablone je méra C. melanoneura potvrdena v severozapadnom Taliansku (Aosta Valley)
(Tedeschi et al., 2002), Finsku (Lemmetty et al., 2011; 2013), Pol'sku (Cieslinska
a Kruczynska, 2011; Cieslinska et al., 2012), Spanielsku, Rakusku a Baskicku (Lavina
et al., 2011).

Zivotny cyklus méry C.melanoneura je podobny ako uméry Cacopsylla picta (vid
vysSie). Rozdiel je vtom, ze C. melanoneura migruje na ihli¢nany na konci maja (prv ako
C. picta). Na hostiteI'ské rastliny sa po prezimovani vracia v obdobi, kedy maximalna
teplota po dobu 7 dni dosahuje uroven nad 9,5 °C (Tedeschi et al., 2012), ¢o vacSinou
mmamena, ze remigruje koncom marca, v krajinach s teplejSimi klimatickymi podmienkami
moze remigrovat’ aj prv. Prvé jedince novej generacie sa objavuju na zaCiatku maja. Zatial
¢o nové jedince zjabloni aj hlohu migruji spolo¢ne, dospelce sa na hlohu vyskytujii
0 nickol’ko tyzdnov dlhSie V porovnani s jedincami pritomnymi na jabloniach. Zarovenn sa
jedince mér vyskytyji na hlohu vo vySSom pocte. Z toho vyplyva, Ze hloh predstavuje pre
ne vhodnejSicho hostitel'a (Chireceanu & Fatu, 2012).

29



Predpoklada sa, ze nové jedince C.melanoneura migryji prblime tyzden po
vyliahnuti a to najprv na ihlicnany v nizmdch, kde zotrvavaji par dni. Nasledne ich
opUst'aji a migrujt na ihlicnany vo vrchoch. Remigracia ja obdobna, najprv sa jedince
z vysokohorskych oblasti prestvaju na prechodné hostitel'ské rastliny, ktoré predstavuju
ihlicnany v nizindich az nasledne sa presuvaju na hlohy a jablone, kde kladu vajicka (Mayer
a Gross, 2007).

Odchyt jedincov C. melanoneura je obdobny ako v pripade mér C. picta.

Meéry Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura ako vektory AP fytoplazmy sa liSia
vramci rozlicnych geografickych oblasti ich distriblciou, prirodzenou uroviiou infek¢énosti
a kapacitou prenosu. NavySe sa odliSuje aj infek¢nost’ jednotlivych generaci, ¢i uz
prezimujucich alebo novych jarnych generacii. (Jarausch et al., 2007).

Hoci je vztah medzi fytoplazmami, ich hostitelmi a vektormi vysoko Specificky,
vyskytyjit sa urCit¢é interakcie a biologické faktory, ktoré¢ ovplyviiyi epidemiologiu
choroby a ckologu vektorov, ¢im znane stazuji vSeobecné Stidia a na nich zalozené
opatrenia. Variabilita populaici mér medz jednotlivymi regionmi alebo krajmami, ¢i
mozmost  jedného druhu Cacopsylla rozdelit do dvoch poddruhov s potencionalne
opacnym charakterom prenosu vyrazne komplkuje S$tidia a moZznost vSeobecného
zhodnotenia infek¢nosti vektorov. Z variability medzi populaciami vyplyva, Ze jednotlivé
populicie moézu prendsat’ rozne fytoplazmové kmene alebo podtypy. (Jarausch a Torres,
2014).

Artianus interstitialis (Germar,1821)

Cikadka (Artianus interstitialis) bola popisana vroku 1821 Germarom. Ako vektor
fytoplazmy AP bola potvrdena v experimentoch prevadzanych v Egypte. Cikadka bola
schopna prenasat fytoplazmu proliferacie jablone zinfikovanej rastliny zeleru na
semenace jabloni alebo na zdravll rastlinu zeleru. Prenosu boli schopné len dospelé
jedince, pricom raz inflkkovany jedinec prenasal fytoplazmu az do konca svojho Zivota.

(Hegab a El-Zohairy, 1986).

Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758)

Peniarka obycajna (Philaenus spumarius) bola popisana vroku 1758 Linnéom. Ako
vektor fytoplazmy AP bola potvrdena vrovnakych experimentoch ako Artianus

interstitialis, pricom pre obe platia rovnaké podienky prenosu (vid vysSie) (Hegab
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a El-Zohairy, 1986). Peniarka je rozSirena v Europe a Severnej Amerike. Jedna sa
0 polyfaga so Sirokym okruhom rastlinnych hostitelov (Weaver a King, 1954; Lavigne,
1959). Kimi sa na rozlicnych druhoch rastlin, najmd na dateline a lucerne. NajdolezitejSim
klimatickym faktorom pre jej rozsirenie je vlhkost prostredia (Weaver a King, 1954),
pricom preferuje oblasti s dostatonymi zasobami vody. Pri sani na rastlinich sa peniarka
mdze inflkovat’ roznymi rastlinnymi patogénmi, medzi ktorych patri okrem fytoplazmy
proliferacie jablone aj virus ‘Pierce’s disease’ alebo virus Ztacky broskyne (Delong
a Severin, 1950; Mundinger, 1946). Okrem prenosu patogénov mozu peniarky priamo

poskodit’ rastliny pri sani a sposobit’ tak vyrazné znizenie urody (Horsfield, 1978).

Fieberiella florii (Stal, 1864)

Fieberiella florii bola popisana vroku 1864 Stalom. Na konci 80-tych rokov
v Severnej Amerike bola oznaend za jedného z najvyznamnejSich vektorov fytoplazmy
‘X-disease’ a potencionalneho vektora fytoplaziem zo skupiny 16Sr-X (Gold a Silvester,
1982; Krczal et al., 1988; Van Steenwyk et al., 1990). Ako vektor fytoplazmy ovocnych
stromov bola potvrdena najprv v experimentoch v Nemecku (Krczal et al., 1988), pricom
ziskané vysledky neboli po dlhé obdobie overované. Tieto zistenia boli potvrdené az
vroku 2006 aj v Europe ked preukazali, ze Fieberiella florii uspesne prenasala fytoplazmu
proliferacie jablone. Kapacita prenosu AP fytoplazmy vektorom Fieberiella florii bola
nizSia v porovnani s mérou C. melanoneura aaj pri pocetnejsich populaciach Fieberiella
florii bolo rizko mnokulacie nizSie v porovnani s mérami (Tedeschi a Alma 2006). Je vSak
problematické porovnavat vyznam tychto dvoch vektorov, kedze Fieberiella florii sa
vyskytuje vsadoch vobdobi po odchode mér na zimoviska. Jej najvyssi vyskyt vsadoch
v severozapadnom Taliansku bol zaznamenany Vobdobi od septembra do oktobra
(Frisinghelli et al., 2000; Tedeschi et al., 2002). Fieberiella florii predstavuje polyfaga,
ktoré¢ho hostitel'ské rastliny patria prevazne do Celade ruzovité. Predstavuje tak vektora,
ktory mbze Siritt fytoplazmy medzi viacerymi hostitel'skymi druhmi (Lee et al., 2000;
Swenson, 1974; Tedeschi a Alma 2006).

4.4. RozSirenie a variabilita ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Fytoplazma proliferacia jablone (AP) ajej vektory boli povodne limitované Vv Europe
a Palearktickej zone (Jarausch a Jarausch, 2010). Systematicky prieskum ukazal, ze AP
bola detekovand vo viacSme krajin Eurdpskej tnie, kde sa komercne pestuji jablone

(MacLeod et al., 2012). Zaznamy pochadzaju z vacSiny zapadnych, juznych a centralnych
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EU krajn. Mimo EU bola AP objavend v Balkanskych S$tatoch (Albansko, Bosna
a Hercegovina, Chorvatsko, Srbsko), Turecko, Moldavsko, Svaj¢iarsko a Ukrajina.
Severnym  limitom vyskytu a distribicie je Norsko (MacLeod et al., 2012).
‘Ca. Phytoplasma mali‘ je na zozname Skodlivych organizmov aj v d’alSich krajinach ako
Cile, Kolumbia, Peru, USA, Kanada alebo Japonsko (USDA, 2012). Prehlad vyskytu
fytoplazmy proliferacie jablone potvrdeny v jednotlivych krajinach vid’ tabulka 1.

Tabulka 1: Distribtcia fytoplazmy proliferacie jablone vo svete (podla: USDA, 2012)

Kontinent Krajina Referencie
Azia Turecko CABI (2011)
Afrika Tunisko Ben Khalifa a Fakhfakh, 2011
Albansko Myrta et al., 2003
Rakusko Németh, 1986
Belgicko Németh, 1986
Bulharsko Németh, 1986
Chorvatsko CABI (2011)
Ceska republika Bertaccini et al., 1997
Francuzsko Jarausch et al., 1994
Nemecko Lorenz et al., 1995; Seemiiller et al., 1998a
Grécko Németh, 1986
Mad’arsko Del Serrone et al., 1998
Europa Taliansko Firrao et al., 1993, Osler et al., 2001
Moldavsko CABI (2011)
Norsko Németh, 1986
Pol'sko CABI (2011)
Rumunsko Németh, 1986
Srbsko a Cierna Hora Németh, 1986
Slovensko CABI (2011)
Slovinsko Osler et al., 2001
Spanielsko Avinent a Liacer, 1995
Svajciarsko Németh, 1986
Ukrajina CABI (2011)
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Bola potvrdena pritomnost’ réznych ribozomalnych podtypov a podskupin fytoplazmy
proliferacie jablone V testovanych infikovanych jabloniach, avsak ‘Ca. Phytoplasma mali‘,
ribozomalna podskupina 16SrX-A sa vyskytuje najCastejSie (Seemiiller a Schneider 2004).
V pripadoch vyskytu fytoplazmy naprieC¢ celou Eurdpou sa vyskytuju aj pripady zmesnych
mfekcil a neddvne prace tiez naznacuji, Ze zmesné infekcie maju patologicky vyznam,
pravdepodobne kvoli antagonistickym kmetiovym interakcidm vedicim k posunom
v Struktire populacii, ktorda moéze viest k jej nezvyCajnej symptomatologi AP (Seemiiller
et al., 2010). Pri vyskumoch sa zstilo, Z¢ pri takmer vSetkych zmesnych infekciach «lo
0zmes priznakovo slabych a sine virulentnych kmenov. SkorSie  pozorovania
s fytoplazmou 7Zlitacky astier (Freitag, 1964; Kunkel, 1955) naznacuji, ze fytoplazmové
zmesné infekcie a kmeniové interakcie nie su obmedzené na ‘Ca. Phytoplasma mal’’, ale su

pravdepodobne $iroko rozsirenym fenoménom v fytoplazmologii (Seemiiller et al., 2011).

4.5. Ekonomicky dopad ochoreni sposobenych ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Fytoplazma proliferacie jablone je pritomna takmer vo vSetkych eurdpskych krajinach
ajej hlavny dopad na kultivary jabloni (Malus domestica, Borkh.) je produkcia malého
a nepredajného ovocia. Spdsobuje zmensenie velkosti ovocia priblizne o 50 %, redukciu
vahy priblizne 063-74 % ato vSetko vedie k vSeobecnému znizenu kvality ovocia
(EPPO/CABI, 1996). Efektivna kontrola mér Vjablnych sadoch zileZi na perfektnom
nastaveni rozvrhov oSetrovania sadov jabloni, zobrati vuvahu stupfia UCinnosti alebo
preferenciu nizko-dopadovych insekticidov, vyuziti alternativnych produktov (napr. kaolin,
hydrogén uhli¢itan draselny a minerdlne oleje) alebo vysadenfim predatorov mér (Belien
et al., 2013).
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5. ‘Candidatus Phytoplasma mali’ v Ceskej republike

Pestovanie jabloni je dolezitou sudastou produkcie ovocia v Ceskej republike a preto
predstavuje fytoplazma proliferacic jablone potencionalne zAvazny problém aj Vv tejto
krajine. Stadium fytoplazmy v Ceskej republike sa v suasnosti zameriava ako na samotnii
fytoplazmu, tak aj na jej vektorov (Fialova et al., 2003; Navratil et al., 1998).

Jablone s charakteristickymi priznakmi proliferacie jablone boli v Ceskej republike
zaznamenavané od pociatku sedemdesiatych rokov dvadsiateho storocia. Infikované
jablone sa wvyskytovali prevazne vhusto nasadenych sadoch abol u nich pozorovany
47% pokles urody, znizovanie vahy jednotlivych plodov Vvpriemere 059 % a pokles
obsahu cukrov v plodoch 029 %. Plody tychto jabloni boli menej vyfarbené, neopadali
prirodzene Vjuni (pretrvavali na strome) apri podrobnejSom Studiu sa zstilo, Zze v tychto
plodoch dochadza vplyvom infekcie k nerovnovahe v pomere obsahu cukrov a kyselin. Na
zdklade charakteristickych symptémov infikkovanych jabloni sa predpokladala asocicia
proliferacie s virusmi  spdsobujicimi  metlovitost’  rastlin, napr. podskupinou virusov
‘acarpia’ (Blattny et al., 1963; Blattny a Blattny, 1960). Podporenic teorie, ze sa jedna
0 bakteridlny organizmus, priniesh Stadie dokazujice nachylnost’ patogéna spdsobujiiceho
proliferaciu jablone K tetracyklinovym antibiotikdm. Pri oSetrovani infikovanych stromov
tymito  antibiotkami doSlo  k potlaeniu viditelnych symptomov (Seidl a Komarkova,
1972). Uz v tejto dobe sa predpokladalo, Zze nicktoré odrody jabloni predstavuji latentnych
prenasaCov ochorenia. Pokusy zamerané na prenos infekcie mechanickou alebo semi-
mechanickou cestou nemali velky tUspech, preto sa autori zacali domnievat, ze Kich
vyraznému $ireniu prispievaji pravdepodobne najmd vektory (Blattny a Blattny, 1960).

Proliferacia  jablone bola postupne potvrdend vstrednych ajuwmych Cechéch,
Vnizinich strednej ajuznej Moravy ana zapadnom a vychodnom Slovensku (Blattny
a Blattny, 1960). K jej vyzmamnému S$ireniu dochadzalo najmd v sedemdesiatych rokoch
vysadbovym materidlom a prostrednictvom Stiepenia. Ztohto dbévodu bolo v zaujme
pol'mohospodarov zavedenie kontroly a ddslednych selekci, ¢im by sa vyskyt fytoplazmou
sposobenych ochoreni znizil. Po zavedeni fytosanitarnej regulacie pre vroku 1977 na
tizemi byvalého Ceskoslovenska (a Ceskej republiky) bola fytoplazma proliferacie jablone
po dlhé¢ obdobie (1965-1995) eliminovand znovych sadov obzvlast mntrodukciou zdravého
propaga¢ného materialu v zihradnickej praxi. Po uréitom obdobi sa vSak na uzemi Ceskej
republiky znova zacali objavovat lokalne epidémie (Blazek et al., 2005; Fialova et al.,
2003; Franova et al., 2008; Kucerova et al., 2005; Navrati et al., 1998), pricom tento
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zvySeny vyskyt bolo pozorovany najmd VstarSich, zanedbdvanych vysadbach, ktoré
predstavovali dlhodoby zdroj infekcie aodkial sa infekcia mohla neustale Sirit do
produkénych vysadieb (Schlesingerova, 2011).

Prva snaha o komplexny aktualny prieskum vyskytu fytoplaziem ovocnych stromov
v Ceskej republike pochidza zkonca dvadsiateho storodia. Dovtedy publikované udaje
tykajlice sa vyskytu fytoplazmy v Ceskej republike boli podloZzené len subjektivnymi
hodnoteniami externych symptémov, ktoré¢ vykazovali pozorované rastlny. Tieto novsie
Stidia boli zalozené na metode PCR. Vyskyt fytoplazmy proliferacie jablone bol
S vywztim tejto metody potvrdeny v oblastiach: Holovousy, Hofice, Tichobuzice, Zdice,
Vranov, Krtely, Temelin a Ttisov (Navratil et al., 1998).

Pocas niekolkoroénych $tidii vyskytu choroby proliferacie jablone v Ceskej republike
bolo preukazané, ze skoré odstrafiovanie inflkkovanych stromov vykazujicich symptomy
neovplyvnilo vyrazne jej Sirenie. Pravdepodobnou pri¢inou bolo, Ze fytoplazmou
postihnuté stromy zacni vykazovat symptomy az Vobdobi vlastnej infekCnosti, teda
vobdobi, kedy uz predstavuju zdroje AP fytoplazmy pre dalsie hostitel'ské rastliny.
Vyznamnejs$i vplyv mala aplikacia insekticidu, ktord viedla k znizenmu vyskytu vektorov
predstavujicich jej rezervoare. Bolo to d’alSie potvrdenie vyznamu vektorov ako ddleztych
faktorov pre Sirenie AP fytoplazmy. Mimo spominanych faktorov zivisi tUroven
fytoplazmovej infekcie v sadoch aj na inych podmienkach, ako je napriklad: (1) infekénost
ostatnych stromov vsade (¢im vyssi je pocet infekénych stromov v danej lokalite, tym sa
da ocakavat’ vyssi pocet infikovanych stromov v nasledujuicom roku); (2) vzdialenost od
zdroja infekcie (problém najmd v hustych sadoch); (3) wvek stromov (najéastejsich
hostitelov predstavovali 10-ro¢né stromy); (4) Stiepenie stromov a (5) sadba odlisnych
odrod jabloni (Blazek et al., 2005).

5.1. Vyskyt ‘Candidatus Phytoplasma mali’ v Ceskej republike

Medzi rokmi 1999-2002 bol v Ceskej republike umnohych jabloni zo sikromnych
zahrad preukazany RFLP analyzami vyskyt AP fytoplazmy — podskupina 16SrX-A.
Vicsina znich navySe nevykazovala priznaky, ¢o znamenalo pritomnost’ latentnej formy
mfekcie. Zvysenie incidencie AP fytoplazmy v d’alSom obdobi bolo néasledkom zvySovania
poétu ‘nizko-intenzivnych sadov asadov s organickou produkciou v rozhodujtcich
oblastiach pestovania jabloni (Fialova et al., 2003). RFLP analyzy génu pre 16S-23S
rRNA fytoplazmy proliferacie jablone v Ceskej republike potvrdili pritomnost’ profilov
P-1, P-11 a "1", "2". Najcastejsi bol vyskyt profilu P-1 a 2", pricom bol potvrdeny aj maly
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vyskyt zmesnych infekcii P-1+P-1l. Vo vdcSine stromov bola pritomnd fytoplazma patriaca
do podskupiny rpX-A, sporadicky sa wvyskytovala rpX-B. Testované fytoplazmy patrili
k podtypom AP15 aAT-2. Oba spominané podtypy malipriblizne rovnaky vyskyt
Vtestovanych jabloniach, len zriedka sa vyskytoval podtyp AT-1 azmes dvoch alebo
vSetkych troch AP podtypov. Zmesné infekcie sa CastejSie vyskytovali v starych sadoch

bez starostlivosti, ktoré nie st chranené voci vektorom (Franova et al., 2011; 2013).

5.2. Vyskyt vektora ‘Candidatus Phytoplasma mali’ v Ceskej republike

Prvym zdmym potvrdenym vektorom proliferacie jablone Vv Ceskej republike bola
peniarka (Philaenus spumarius), kapacita jej prenosu bola vSak na nizkej trovni (Seidl,
1980). Predmetom sucasného $tidia vektorov so zameranim na prenos proliferacie jablone
v Ceskej republike st predovietkym méry Cacopsylla picta a C. melanoneura pripadne
C. mali. Pritomnost vetkych tychto mér v Ceskej republike bola potvrdend v roku 1999
(Lauterer, 1999). Pri Stadiu prezimujucich mér na ihlicnanoch v dvoch vrchovinovych
oblastiach v Ceskej republike, juma Morava Drahanska vrchovina a Paviovské vrchy, bol
odchyteny zna¢ne vySSi pocet mér C. melanoneura, nez C. picta (pribline o 63 %).
Jedince C. picta pritom na prezimovanie uprednostiiovali smrek pred borovicou (Cermak
a Lauterer, 2008). Molekuldrnymi analyzami bola v Ceskej republike u oboch mér C. picta
a C. melanoneura detekovana pritomnost’ fytoplazmy proliferacie jablone, na zaklade
Coho sa zaCali povazovat' za jej potencionalne rezervoare a vektory vregionoch, kde sa
pestujii jablone. (Fialova et al., 2008). Vyskum a monitorovanic druhov mér v Styroch
sadoch jabloni s odlisnym rezimom pestovania (konvenénym, organickym, integrovanym
rezimom av neudrziavanom sade) preukdzal odlisnosti ako medz jednotlivymi sadmi tak
aj medzi rokmi. Najviac jedincov mér bolo odchytenych vsade v organickom rezime
pestovania aopustenom sade. Podstatne menej jedincov bolo odchytenych v sade
s konvenénym rezimom pestovania (priblizne 5x menej) a najmenej vsade v integrovanom
rezime pestovania (10X menej ako vsade vorganickom rezime pestovania). Poztivne
jedince na fytoplazmu proliferacie jablone boli pritomné vo velmi nizkom pocte
(Ludvikova et al., 2011). Naopak pri $tadiu prezimujicich mér C. pruni a C. picta v Ceskej
republike bola potvrdena pritomnost’ ‘Ca. Phytoplasma mali’ u23 % testovanych jedincov,
¢o predstavuje vysoku infekénost’ vektorov (Franova et al., 2014).

Medzi rokmi 2012 a 2014 boli prevadzané Stidia zamerané na hodnotenie rizika Sirenia
fytoplazmy proliferacie jablone vo vysadbach jabloni v priebehu konverzie zo systému

pestovania jabloni vrezime integrovanej ochrany rastlin do rezimu organickej produkcie.
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Zistlo sa, ze pri vyliCeni Sirokospektralnych msekticidov dochddza k zvySeniu rizika
vyskytu Skodcov a narastu poctu potencialnych prenasacov. Jedna sa o prechodné obdobie,

ktoré sa po ustaleni rovnovahy Vv novom rezime opitovne znizi (Sucha et al., 2015).
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6. Material a metody
6.1. Biologicky material

V ramci experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo otestovanych celkovo
211 vzoriek mér Cacopsylla picta, vektorov fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali‘.
Vzorky boli ziskané¢ pravidelnymi odchytmi pocas rokov 2014 a 2015. Odchyty mér boli
vykonané pomocou lepovych dosiek v lokalite Bouzov-Kozov vdvoch sadoch: v sade
Vv integrovanom rezime pestovania (dalej produkény — PROD) avsade vstadiu prechodu
do organického rezimu pestovania (dalej EKO). Pocet odchytenych jedincov aj

s uvedenym miestom odchytu a datumom je uvedeny v tabulke 2.

TabuPka 2: Poéty odchytenych jedincov Cacopsylla picta za konkrétne obdobie v rokoch
2014 a 2015.

. Pocet mér C. picta | Pocet mér C. picta
Odehyt Obdobie v EKO sadpe v PROD sage

28.2.-14.3. 3 1

14.3.-24.3. 5 6

24.3.-2.4. 16 4

2014 2.4.-15.4. 50 17
15.4.-28.4. 15 1

28.4.-14.5. 7 0

Celkovo 96 29

13.3.-27.3. 1 1

27.3.-9.4. 2 0

9.4.-23.4. 33 14

AU 73465, 20 9
6.5.-21.5. 5 1

Celkovo 61 25

Po kazdom odchyte bol hmyz zachyteny na lepovych doskach roztriedeny
entomolégom a jedince druhu Cacopsylla picta boli po identifikdcii a urCeni pohlavia
uschované v 96% etanole a uskladnené pri teplote -20 °C v mraznicke, kde zostali do doby,
kym boli spracované. Zo vzoriek bola nasledne vyizolovana DNA.

Vsetky jedince Cacopsylla picta boli testované na pritomnost’ fytoplazmy ‘Candidatus

Phytoplasma mali‘ spdsobujucej proliferaciu jablone.
6.2. Izolacia DNA

Celkova DNA bola zhmyzu izolovandA pomocou kitu Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega, 2000). Postup bol nasledovny:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Jedinec Cacopsylla picta bol preneseny do 1,5ml mikroskimavky so 100 pl
Nucleis lysis solution a roztrety UH mikrohomo genizatorom.

Zhomogenizovany material bol inkubovany pri 65 °C po dobu 15 min v suchom
kapeli (Techne DRI-BLOCK MB-102, BIOER), po 7 min bol premiesany
a nasledne po dobu 5 min ponechany pri pokojovej teplote.

Do mikroskimavky bolo pridané 2 ul RNase solution, obsah bol premieSany
prevratenin mikroskiimaviek (25x) a sto¢eny kratkym pulzom na centrifiige
(Spectrafuge Labnet 24D mikrocentrifiga C2400B, Labnet International).

Lyzat bol inkubovany pri teplote 37 °C po dobu 15 min a 5 min pri pokojovej
teplote.

K lyzaitu bolo pridané 34 pl Protein Precipitation solution, vortexované pri
1600 rpm (Trepacka MS2, IKA) po dobu 20 s a nechané 5 min na l'ade.

Obsah v mikroskumavke bol centrifugovany 4 min pri 13000 g. Supernatant s DNA
bol preneseny do mikroskimaviek, opatrne zamieSany S 100 pl izopropanolu
prevratenim mikroskimavky 5x a ponechany pri -20°C cez noc na vyzrazanie
DNA.

Izopropanol s vyzrazanou DNA bol centrifugovany 1 min pri 13000 g pri pokojovej
teplote, supernatant bol odstraneny vylatim, k peletu bolo pridané 200 pl
70% etanolu, zamieSané prevratenim 5x, centrifigované 1 min pri 13000 g pri
pokojovej teplote.

Z mikroskumaviek bol odstraneny etanol a mikroskimavka s peletom DNA bola
nechand odkvapkat sa na filtracnom papiere. Po odkvapkani boli skumavky
vlozené do DNA koncentratoru SPEEDVAC (Thermo Savant, SPD111V SpeedVac
Concentrator) a vysusené pri 45 °C pocas 30 min.

DNA bola rozpustena pridanim 20 pl Rehydratation Solution a inkubovana pri
65 °C pocas 30 min v suchom kupeli.

10) Koncentracia  vyizolovanej DNA bola zmerana pomocou spektrofotometru

(NanoDrop 1000, ThermoScientific).

6.3. Detekcia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Pritomnost’ fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali bola zaloZzena na detekcii génu
pre 16S rRNA za pomoci dvojkrokovej PCR s powsitim MyTag'™™ DNA Polymerase
(Bioline). Prva (‘direct’) PCR bola prevedena pomocou primerov P1 a P7 (Deng a Hiruki,
1991; Schneider et al., 1995), na ktori nadvdzovala druha (’nested’) PCR s primermi
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R16F2 a R16R2 (Gundersen a Lee, 1996; Lee et al., 1993a). Pracovalo sa V sterinych
podmienkach v laminarnom boxe. PCR reakcie prebichali v termocyklére BIO-RAD
T100"MThermalCycler.

Na prva (‘direct’) PCR bola pripravena reakéna zmes obsahujica primery P1 (f primer)
aP7 (r primer) (zozenie vid' tabulka 3), ktora bola rozpipetovana po 18 p do 0,2ml
mikroskimaviek. Do kazdej skimavky bolo pridané 2 pl z izolovanej DNA. Nasledne bola
prevedend PCR amplifikdcia, podmienky vid’ tabulka 4.

TabuPka 3: ZloZenic reak¢nej zmesi pre ‘direct’ PCR

Reakénd zmes Koncentracia Kone¢na Pipetuyj
zasobného roztoku koncentracia 1 test (ul)
Pufor 5X 1x 4,00
Destilovana voda 13,40
f primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,20
r primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,20
Taq polymeraza 5 U/ul 1 U/reakcia 0,20
Celkom 18

Tabul’ka 4: PCR podmienky pre 'direct’ PCR

Teplota Cas Pocet cyklov
Predenaturacia 94 °C 2 min 1x
Denaturacia 94 °C 1 min
Nasadanie primerov 55°C 2 min 35X
Syntéza 72 °C 3 min
Dosyntetizovanie 72 °C 7,5 min 1x

Pre nasledni amplifikaciu cielového fragmentu DNA boli pri druhej (‘nested’) PCR
vywzité primery R16F2 (f primer) a R16R2 (r primer) (Gundersen a Lee, 1996; Lee et al.,
1993a). Bola pripravena reak¢éna zmes (zlozenie vid' tabulka 5), ktora bola rozpipetovana
po 23 u do mikroskimaviek a knej bolo pridané 2 ul 20x nariedeného P1/P7 PCR
produktu. Nasledne bola prevedena PCR amplifikacia, podmienky PCR reakcie vid’
tabul’ka 6.

40



Tabul’ka 5: ZloZzenie reak¢nej zmesi pre ‘nested” PCR

Reakénd zmes Koncentracia Kone¢na Pipetuj
zasobného roztoku koncentracia 1 test (ul)
Pufor 5X 1x 5,00
Destilovana voda 17,30
f primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25
r primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25
Taq polymeraza 5 U/ul 1 Ul/reakcia 0,20
Celkom 23

Tabul’ka 6: PCR podmienky pre ‘nested* PCR

Teplota Cas Pocet cyklov
Predenaturacia 94 °C 2 min 1x
Denaturacia 94 °C 1 min
Nasadanie primerov 55°C 2 min 35x
Syntéza 72 °C 3 min
Dosyntetizovanie 72 °C 10 min 1x

Pritomnost” PCR produktov bola zstend vyuzitim metddy elektroforetickej separacie
V1% agar6zovom géle (Agarose I, AMRESCO) v Ix TAE pufre. Gél na jednu
elektroforézu bol pripraveny z 50 ml rozvareného zasobného roztoku, do ktorého bolo
pridané 3 ul fluorescenéného farbiva GoodView (GoodView'™ Nucleic Acid Stain,
E.coli). Do prvej jamky gélu bolo vzdy napipetované¢ 2 ul Standardu molekulovej
hmotnosti GeneRuler 100 bp Plus DNA, Ladder (Fermentas), do dalsich jamick bolo
napipetované 5 pl jednotlivgich PCR produktov. Separacia bola prevedena pri 80 V po
dobu 60 min. Vysledok bol vizualizovany pomocou UV  transiluminatoru
a dokumenta¢ného systému Syngene (G: BOX, Syngene).

6.4. Identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Detekované¢  fytoplazmy boli identifkované RFLP analjzou pomocou troch
restrikénych enzymov Msel (New England Biolabs), Rsal (Promega) a Bfml (Fermentas).
Ako kontrolné vzorky boli powzité vzorky ’Candidatus Phytoplasma mali‘ (pévodca
proliferacie jablone), ’Candidatus Phytoplasma prunorum‘ (povodca Europskej Zzltacky
kostkovic) a ’Candidatus Phytoplasma asteris‘ (povodca Zitacky astier).

Boli pripravené samostatné reakéné zmesi pre kazdu restrikéna endonukleazu (zlozenie

vid' tabulka 7). Reak¢na zmes bola rozpipetovand po 8 ul do 0,2ml mikroskumaviek
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aknim bolo pridané 5 pl analyzovaného R16F2/R16R2 PCR produktu. Zmesi boli
inkubované v termocykléru (BIO-RAD T100"MThermalCycler) pri 37 °C 4 hodiny.

Tabulka 7: Zlozenie reakénej zmesi na RFLP analyzu produktov Stiepanych restrikénymi

endonukleazami
Reak¢énd zmes pre restrikénu endonukleazu
Rsal, Msel, Alul | Bfml, Hincll, Hpall, Faul, Pagl

Zlozka Objem pre jeden test (ul)
Pufor 10x 1,3 1,3

BSA (10x) 1,3 0
Destilovana voda 5,2 6,5
Enzym 0,2 0,2

Produkty RFLP boli separované elektroforeticky v 2% agarézovom géle v prostredi
IXTAE pufru. Na vizualizaiciu detekovanych produktov bolo do gélu pridané 3 pl
fluorescencéného  farbiva GoodView (GoodView'™ Nucleic Acid Stain, E. coli.
K produktom S$tiepania bolo pridané 2 pl 0,1% bréomfenolovej modrej. Do jamiek gélu
bolo pipetované 5 pl zafarbeného produktu. Pre odcitanie velkosti fragmentov bol pouzity
standard molekulovej hmotnosti GeneRuler™ 100 bp Plus DNA, Ladder (Fermentas).
Separacia prebehla pri 60 V po dobu 90 min. Vysledky boli vizualizované za rovnakych
podmienok aké boli pouzité pri detekcii fytoplazmy.

Vzorky, ktoré svojim reStrikénym profilom neodpovedali kontrolnej vzorke
’Ca. Phytoplasma mali’ a boli identifkované ako ina fytoplazma alebo neodpovedali

fytoplazme, boli z dalkich analyz vylicené.
6.5. Genotypizacia izolatov fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Pre analyzu genetickej variability detekovanych izolatov fytoplazmy proliferacie
jablone  boli analyzované gény pre 16S-23S rRNA, gén pre ribozomalne proteiny rpl22-
rps3, gén pre nitroreductase-like protein a gén pre HfIB proteazu. Jednotlivé gény boli
amplifikované a nasledne podrobené RFLP analyze. Porovnanim zskanych restrikénych
profilov RFLP analyzy s publikovanymi restrikénymi profilmi tychto génov u fytoplazmy
"Ca. Phytoplasma mal’ boli identifikované ich genotypy.
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6.5.1.Gén pre 16S-23S rRNA

Konzervativna oblast’ 16S-23S rDNA bola u vzoriek amplifikovana primermi P1 a P7
(z predchadzajuceho postupu, vid' Cast 6.3.). PL/P7 produkty boli nasledne podrobené
‘nested* PCR s primermi F1 (f primer) a B6 (r primer) (Davis a Lee, 1993; Padovan et al.,
1995) a ‘nested* PCR s primermi P1A (f primer) a P7A (r primer) (Lee et al., 2004Db).
Priprava reakénej zmesi bola rovnakd ako bolo uvedené v predchadzajicej casti 6.3.,
podmienky PCR reakcie vid’ tabul’ka 8 na konci podkapitoly.

Vysledky  amplifikdcie  boli hodnotené  pomocou elektroforetickej  separacie
v 1% agar6zovom géle Vprostredi TAE pufiu za rovnakych podmienok, aké boli pouzité
pri detekcii fytoplazmy.

Ziskan¢ P1A/P7A produkty boli analyzované pomocou restrikénych endonukledz
Hpall (Fermentas) a Faul (New England Biolabs), F1/B6 produkty pomocou restrikénej
endonukleazy Hpall. Jednotlivé profily  boli identifikované v naslednej -elektroforéze.
Produkty Faul-RFLP V2% agar6zovom  géle a produkty Hpall-RFLP
v 8% polyakrylamidovom géle (postup na konci podkapitoly).

6.5.2. Gén pre ribozomalne proteiny rpl22-rps3

Oblast kodujuca ribozomalne proteiny rpl22-rps3 bola amplifkovana v PCR
s kombinaciou primerov AP15f (f primer) a AP15r (r primer) (Martini et al., 2008).

Zpovodnej DNA bola prevedena PCR, priprava reakcénej zmesi bola rovnaka ako
Vv predchadzajicom pripade, podmienky PCR amplifikédcie vid’ tabulka 8.

Vysledky  amplifikdcie  boli  hodnotené  pomocou elektroforetickej  separacie
v 1% agar6zovom géle V prostredi TAE pufiu za rovnakych podmienok, aké boli pouzité
pri detekcii fytoplazmy.

Ziskané API15f/AP15r produkty boli analyzované pomocou restrikénej endonukledzy
Alul  (Promega). Jednotlivé profily boli identifikované Vnaslednej elektroforéze
v 8% polyakrylamidovom géle (postup na konci podkapitoly).

6.5.3. Gén pre nitroreductase-like protein

Oblast kodujica nitroreductase-like protein bola amplifikovana v ‘direct® PCR
s kombinaciou primerov AP13 (f primer) a AP10 (r primer) (Jarausch et al., 1994; 2000).
AP13/AP10 produkty boli nasledne podrobené ‘nested® PCR s primermi AP14 (f primer)
aAP15 (r primer) (Casati et al., 2010). Priprava reak¢nej zmesi bola rovnaka ako
Vv predchadzajicom pripade, podmienky PCR amplifikacie vid’ tabulka 8.
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Vysledky — amplifikdcie  boli  hodnotené  pomocou elektroforetickej — separacie
V 1% agardozovom géle Vprostredi TAE pufru za rovnakych podmienok, aké boli pouzité
pri detekcii fytoplazmy.

Ziskan¢ AP14/AP15 produkty boli analyzované pomocou restrikénych endonukledz
Pagl (Thermo Scientific) aHincll (Fermentas). Jednotlivé profily boli identiflkované
V naslednej elektroforéze v 8% polyakrylamidovom géle (postup na konci podkapitoly).

6.5.4. Gén pre HfIB proteazu

Oblast génu HfIB bola amplifkovana primermi fHfIB3-1 (f primer) a rHfIB3
(r primer) (Schneider a Seemiiller, 2009).

Zpovodnej DNA bola prevedend PCR, priprava reakcnej zmesi bola rovnaka ako
Vv predchadzajicom pripade, podmienky PCR amplifikacie vid’ tabulka 8.

Vysledky  amplifikdcie  boli  hodnotené  pomocou elektroforetickej  separacie
v 1% agar6zovom géle V prostredi TAE pufiu za rovnakych podmienok, aké boli pouzité
pri detekcii fytoplazmy.

Tabul’ka 8: Podmienky PCR reakcii pre jednotlivé primery

Prime Pociato¢na Denaturici Nasadanie Svnte Dosyntetizovanie
'y denaturdcia | — o o rack primerov yntez retazcov
95 °C 94 °C, 50 °C, 72 °C,
F1/B6 2 mi ’ 1 min 2 min 3 min 72 °C, 10 min
min 34 cyklov
95 °C 95 °C, 55 °C, 72 °C,
P1A/P7A 5 min’ 1 min 1 min 3 min 72 °C, 7 min
40 cyklov
95 °C 95 °C, 55 °C, 72 °C,
AP15f/AP15r N 1 min 45s 1 min 72 °C, 7 min
2 min
40 cyklov
O, (e} 2 (e}
AP13/AP10 95 °C, 920(;’ Sgog’ 71 m?r:{ 79 9C. 7 mi
AP14/AP15 2 min >/ mn
40 cyklov
95 °C 95 °C, 48 °C, 72 °C,
fHfIB3-1/rHfIB3 2 1 min 1 min 1 min 70 °C, 7 min
5 min
40 cyklov




6.5.5. Postupy pri elektroforetickej separacii a RFLP analyze PCR produktov

RFLP analyza

Bola pripravend reakéna zmes pre kazdi restrikénu endonukledzu, pricom objem
odpovedal poctu Stiepanych ziskanych PCR produktov (zloZenie vid® tabulka 7 v kapitole
6.4.). Reak¢na zmes bola rozpipetovana po 8 pl do mikrosktimaviek, k nej bolo pridané
5 ul konkrétneho PCR produktu a zmes bola inkubovana v termocykléru 4 hod pri 37 °C.

Elektroforéza v 2% agar6zovom géle

Pre produkty Stiepania separované V2% agar6zovom géle bol gél na jednu
elektroforézu pripraveny z 50 ml rozvareného zisobného roztoku (1 g agardézy do 50 ml
1x TAE pufiu), do ktorého bolo pridané 3 pl farbiva GelRed (GelRed™ Nucleic Acid Gel
Stain, 10 000x in DMSO - Biotum). Do prvej jamky gélu bolo napipetované 2 ul
Standardu molekulovej hmotnosti, pricom podla velkosti ocakavanych fragmentov bol
pouzity GeneRuler 100 bp DNA, Ladder (Fermentas) alebo GeneRuler 50 bp DNA,
Ladder (Fermentas), do dalich jamiek bolo napipetované 5 ul zafarbeného produktu
Stiepania (farbenie: 2 pl 0,1% bromfenolovej modrej do 13 pl zmesi). Separacia prebichala
pri 60 V priblzne 90 min. Vysledok bol vizualizovany pomocou UV transiluminatoru
a dokumenta¢ného systému Syngene (G: BOX, Syngene).

Elektroforéza v 8% polyakrylamidovom géle (PAGE)

Pre produkty Stiepania separované v 8% polyakrylamidovom géle bol gél na jednu
elektroforézu pripraveny zmieSanim piatich Zloziek: destilovand voda, TBE pufor,
Acrylamide/Bis  Solution 19:1 (SERVA), TEMED (N,N,N’,N’-tetrametyletyléndiamin,
Micro Applichem) a 10 % amoénum persulfit (SERVA), (v tomto poradi, zlozenie vid’
tabul’ka 9) aihned po namieSani bol prepipetovany do komodrky na vertikdlnu PAGE
elektroforézu (Mini PROTEAN Tetra System, BIO-RAD). Do prvej jamky gélu bolo
napipetované 2 pl Standardu molekulovej hmotnosti, pricom podla velkosti ocakavanych
fragmentov bol pouwzity GeneRuler 100 bp DNA, Ladder (Fermentas) alebo GeneRuler
50 bp DNA, Ladder (Fermentas), do d’alsich jamiek bolo napipetované 5 pl zafarbeného
produktu Stiepania (farbenie: 2 pl 0,1% bromfenolovej modrej do 13 ul zmesi). Separacia
prebiehala pri 20 Aa70 V priblizne 90 min. Gél bol po separacii fragmentov farbeny
45 min vGelRed (GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain, 10 000x in DMSO - Biotium) na
trepacke (riedenie 1:3,300 v destilovanej vode). Vysledky boli vizualizované pomocou

UV transiluminatoru a dokumentaéného systému Syngene (G: BOX, Syngene).
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Tabul’ka 9: ZloZenie 8% polyakrylamidového gélu

0
Destilovand | 5x TBE | 19:1 bis- 10% APS
voda pufor akrylamid 112132 (e
persulfat)
Objem (na 1 gé) | 5,79 ml 2 ml 2ml 10 pl 200 pl

6.6. Sekvenovanie

Na sekvenovanie boli pouzit¢ vybrané PCR produkty fytoplaziem ’Ca. Phytoplasma

mal’ zizolatov prvej série (rok 2014, 17 vzoriek). Pri wzolaci bol pouzity QIA quick Gel
Extraction Kit (podla QIA quick Spin Handbook 07/2002; QIAGEN, Germany). Na
sekvenovanie bol vyuzity BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing kitu (Applied

BiosystemsTM). Postup izolacie sa skladal z nasledujucich krokov:

6.6.1.1zoldcia PCR produktov z gélu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Pripravené PCR produkty boli rozdelené v 1% agar6zovom géle v prostredi TAE
pufru setidum bromidom (na 50 ml gélu 2 pl etidum bromid (2,5mg/ml)) pri
80 V.

Za pomoci UV transiuminitora a sterilného skalpela boli PCR produkty vyrezané
a umiestnené¢ do jednotlivych zvazenych mikroskumaviek.

Ku gélu bol pridany QG pufor v pomere 3:1, zmes bola inkubovana v suchom
kapeli pri 50 °C, pokym sa gél nerozpustil, maximilne vSak po dobu 10 min (po
5 min bola zmes premieSana).

Do mikroskimavky bol pridany 1 objem izopropanolu (na 100 pg vahy 100 ul
izopropanolu) a obsah bol zvortexovany.

Zmes bola napipetovana do separacnych koloniek, scentrifigovana 1 min pri
13000 g.

To ¢o preticklo bolo wyliate, do koloniek bolo pridané 500 pl QG pufru
a scentrifugované za rovnakych podmienok ako v predchadzajucom kroku.

To ¢o pretiecklo bolo vyliate, do kolonky bolo pridané 750 ul PE pufiu a opétovne
scentrifugované.

To ¢o preticklo bolo vyliate, obsah v kolonke bol scentrifugovany a kolonky boli

premiestnené do novej 1,5ml mikroskimavky.
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9) Do kazdej mikroskimavky bolo napipetované 30 pl destilovanej vody
a centrifugované za rovnakych podmienok.

10) Izolovana DNA bola uchovavana pri -20 °C.

11) Koncentracia izolovanej DNA bola zmerana na fluorometre (Hoefer DyNA Quant

DQ 200, Amersham Biosciences).

6.6.2. Priprava vzoriek na sekvenovanie

1) Izolovani DNA bola nariedend pre sekvenéni reakciu v zavislosti na dike
analyzovaného fragmentu: pre fragmenty o priblimej dike 1800 bp bolo pouité
45 ng na reakciu, pre fragmenty o priblimej dizke 1500 bp bolo pouzité 40 ng na
reakciu, pre fragmenty o priblimej dike 600-800 bp bolo powrité 35 ng na
reakciu.

a) PCR produkty P1A/P7 boli amplifikované s primermi P1A, P7, fU5, M1, R2.

b) PCR produkty F1/B6 boli amplifikované s primermi F1, B6, M1, R2.

c) PCR produkty AP14/15 boli amplifikované s primermi AP14 a AP15.

d) PCR produkty AP15/AP15r boli amplifikované s primermi AP15f a AP15r.

2) Pre jednotlivé primery bola pripravend univerzilna reakéna zmes pre sekvenovanie.

Zlozenie reakcnej zmesi vid' tabulka 10.

Tabulka 10: ZloZenie reakénej zmesi na sekvenovanie

Reak¢éna zmes Koncentracia Pipetuj na 1 reakciu (pl)
Pufor 1x 1

BigDye 3.1 1
Primer 1,6 pmol/pl 2

3) Reakéna zmes bola rozpipetovana po 4 pl do mikroskimaviek a k tomu bolo
pridané 6 ul nariedenej DNA. Podmienky PCR reakcie vid’ tabulka 11.

Tabul’ka 11: Podmienky PCR reakcie amplifikatov pre sekvenovanie

Pociato¢na A Dosyntetizovanie

denaturaci Denaturacia (nasadanie Predlzovanie ynt,
enaturacia orimerov) retazcov

96 °C, 1 mi 96 °C, 10 s 50 3?5,)(55 60 °C, 4 min 10°C, 10 mi
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4)

Vzorky boli nasledne sekvenované na genetickom analyzitore ABI PRISM 3730 na
pracovisku UEB CSAV, Olomouc.

6.7. Analyza sekvencii

1)

2)

3)

Jednotlivé vystupy sekvenatoru DNA analyzovanych fragmentov boli zlozené do
finalnych kontigov pomocou programu SeqMan (DNASTAR, Lasergene).

Identita ziskanych sekvencii bola potvrdend na ziklade porovnania so sekvenciami
dostupnymi v GenBank  databaze s vyuztim  programu  Blast  (BLAST,
http/Avww.ncbi.nih.gov/BLAST).

Sekvencie jednotlivych zskanych izolatov boli porovnané s typovymi sekvenciami
izolatov fytoplazmy proliferacie jablone odpovedajlicich genotypov. Ich geneticka

variabilita bola zistenda pomocou programu ClustalW v aplikacii Mega 6.0.
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7. Vysledky

Cielom experimentalnej cCasti bakalarskej prace bolo Stidum epidemiologie
fytoplazmy prolifericie jablone zamerané na hmyzi vektor, méru Cacopsylla picta.
Studovala sa infekénost tohto vektora vpriamej stvislosti s rdznymi pestovatel'skymi
systtmami aplikovanymi v sledovanych sadoch a to v takzvanom integrovanom systéme
avsade v stadiu prechodu do organického rezimu pestovania na lokalitich Bouzov-Kozov
aurcovalo sa riziko Sirenia fytoplazmy Sposobujicej proliferaciu jablone — ’Candidatus
Phytoplasma mali’ v tychto sadoch.

Za rok 2014 bolo nazbieranych 125 jedincov Cacopsylla picta zlepovych dosiek, za
rok 2015 to bolo 86 jedincov Cacopsylla picta. Ich dynamika bola sledovana
Vv dvojtyzdiovych intervaloch (vid’ tabulka 2 v podkapitole 6.1.).

7.1. Detekcia a identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Fytoplazma bola detekovana s vyuwztim ‘nested® PCR v 17 vzorkach vroku 2014
a 17 vzorkach zroku 2015 (vid obrazok 2). Pomocou RFLP analyzy s restrikénymi
endonukleazami Msel, Bfml a Rsal bola identifikovana fytoplazma ’Ca. Phytoplasma mal’
vo vSetkych pozitivnych izolatoch zroku 2014 av15 poztivnych izolatoch zo 17 zroku
2015. Zvysné dve boli urcené ako ’Ca. Phytoplasma prunorum’, povodca Eurdpskej
Zltacky kostkovic (vid' obrazok ¢. 3 a 4).

Obrazok 2: Detekcia fytoplazmy v DNA hmyzich jedincov Cacopsylla picta pomocou
amplifikdcie useku 16S-23S rDNA metodou PCR
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Legenda: L: Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas), drahy oznacené &islami
vzoriek
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Obrazok 3: Rsal-RFLP aMsel-RFLP profily RI6F2/R16R2 produktov izolatov
fytoplaziem infikujicich Cacopsylla picta

Msel

Legenda: L1, L2: Gene Ruler'™ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas), drahy oznacené
Cislami izolatov, K+: poztivna kontrola AP, (restrikéné endonukledzy oznacené v obrazku)

Obrazok 4: BfmI-RFLP profly RI16F2/R16R2 produktov izolatov fytoplaziem
infikujicich Cacopsylla picta
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Legenda: L1, L2: Gene Ruler™ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas), drahy oznadené
Cislami izoldtov, K+: poztivna kontrola AP, AP: fytoplazma proliferacie jablone, ESFY:
fytoplazma Eurdpskej Zltacky kostkovic, AY: fytoplazma ZltaCky astier, (reStrik¢né
endonukleazy oznacené v obrazku)
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Detekcia fytoplazmy ‘Ca. Phytoplasma mali’ umér preukazala, ze infek¢nost’ C. picta
sa pohybuje od 11,5-20,7 % v zavislosti na pocte odchytenych jedincoch a type sadu. Prvé
jedince boli odchytené na prelome februdra a marca alebo na zaciatku marca. Najvacsi
vyskyt jedincov a teda aj najviac odchytenych jedincov bolo v obdobiach 2.4. - 15.4. 2014
a9.4. - 23.4. 2015. V tychto obdobiach pritom bol detekovany aj najvyssi pocet infekénych
jedincov. V sade s integrovanym rezimom pestovania pri VCasnych aplikaciach postrekov
bol pozorovatelny pokles celkového vyskytu jedincov mér, pri neskorSich aplikaciach
postrekov nebol badatelny ziadny pokles v pocetnosti mér. Posledni odchyteni jedinci boli
v oboch rokoch koncom maja (vid’ tabul’ka 12, grafy 1, 2, 3 a 4).

TabuPka 12: Zastupenie odchytenych jedincov Cacopsylla picta vdvoch sadoch za roky
2014 a 2015

EKO PROD
Pocet Pocet AP Pocet Pocet AP
C. picta odchytenych | poztivnych | odchytenych | poztivnych
jedincov jedincov jedincov jedincov

28.2.-14.3. 3 0 1 0

14.3.-24.3. 5 0 6 0

24.3.-2.4. 16 1 4 0

2014 2.4.-15.4. 50 8 17 6
15.4.-28.4. 15 1 1 0

28.4.-14 5. 7 1 0 0

Celkovy pocet 96 11 29 6

Zastt'lpe_nie_ pozitivnych 11.5 % 20.7 %
jedincov

13.3.-27.3. 1 1 1 0

27.3.-9.4. 2 0 0 0

2015 9.4.-23.4. 33 7 14 4
23.4.-6.5. 20 3 9 0

6.5.-21.5. 5 0 1 0

Celkovy pocet 61 11 25 4

Zastﬁpepie_ pozitivnych 18,03 % 16 %
jedincov

51



Grafy 1 a2: Popula¢na dynamika a infekénost Cacopsylla picta, EKO sad
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Legenda: populacna dynamika mér v sade v Stadiu konverzie do organického rezimu
pestovania, lokalita Bouzov-Kozov, rok 2014 a 2015
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Grafy 3 a 4: Popula¢na dynamika a infek¢nost’” Cacopsylla picta, PROD sad
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Legenda: populacna dynamika mér v sade v integrovanom rezime pestovania, lokalita
Bouzov-Kozov, rok 2014 a 2015, sipkou zaznaCené obdobia aplikacie postrekov
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7.2. Analyza genetickej variability fytoplazmy ’'Candidatus Phytoplasma mali‘

Vysledky RFLP analyzy a sekvenovania jednotlivych génov st v tabul’kach na konci
kazdej podkapitoly (vid’ tabulka 13, 14 a 15).

7.2.1.Gén pre 16S-23S rRNA

PIA/P7A fragment pokryvajuci oblast 16S-23S rDNA bol UspeSne ziskany
u22 izolatov. Vsetky testované izolaty vykazovali Faul-RFLP profil odpovedajici
genotypu A (priklad vid’ obr. 5).

Hpall-RFLP analyzou bol zsteny profil odpovedajuci genotypu P-1 u5 izolatov
detekovanych vroku 2014 a7 izolatov vroku 2015, profil genotypu P-11 u5 a1 izolatu.
ZmieSana infekcia izolatov s genotypom P-1 a P-1l bola zstena v troch pripadoch v roku
2014 a jednom pripade v roku 2015 (vid’ obr. 6).

Obrazok 5: P1A/P7A-Faul/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie jablone
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Legenda: L1: Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), drahy oznadené Gislami
izolatov, L2: Gene Ruler'™ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas), 1: genotyp A

Obrazok 6: P1A/P7A-Hpall/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie

jablone
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Legenda: L1: Gene Ruler™ 50 bp DNA ladder (Fermentas), drahy oznatené &islami izolatov,
L2: Gene Ruler'™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), 1: genotyp PI+PII, 2: genotyp PII,
3: genotyp PI
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F1/B6 fragment oblasti 16S-23S rDNA bol uspesne ziskany u vsetkych 32 izolatov.
Vzor odpovedajici genotypu ‘1’ bol u7 izolatov detekovanych vroku 2014 a6 izolatov
zroku 2015. Vzor 2’ bol u9 izolatov zroku 2014 a9 izolatov zroku 2015. Zmesna
mfekcia izolatov s genotypom ‘1’ a ‘2’ bola zstena v jedom pripade vroku 2014. Priklad
vysledku RFLP analyzy vid’ obrazok 7.

Obrazok 7: F1/B6-Hpall/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie jablone
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Legenda: L1: Gene Ruler™ 50 bp DNA ladder (Fermentas), drahy oznacené Gislami
izolatov, L2: Gene Ruler'™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), 1: genotyp 2, 2: genotyp 1’

Naslednym sekvenovanim boli u vSetkych sedemmastich izolatov detekovanych v roku
2014 zskané sekvencie fragmentov 16S-23S rDNA, U trinastich izolatov boli zskané
sekvencie P1A/P7 fragmentov 16S-23S rDNA dlhé 1636-1686 bp a u4 izolatov sekvencie
F1/B6 fragmentov dlhych 1555-1566 bp.

Sekvencie vsetkych izolatov vykazovali vysoku identitu so sekvenciami v databaze
GenBank. S referencnou sekvenciou fytoplazmy ’Candidatus Phytoplasma mali’, izolat
AP15 (Acc. No. AJ542541.1) wykazovali 99% identitu, d’aliimi prikladmi sekvencii
izolatov fytoplaziem proliferacie jablone boli napr. izolat AP (Acc. No. JF715059.1)
s 99% identitou, izolat 113 2010 (Acc. No. JN555597.1) so 100% identitou alebo izolat
T-16 (Acc. No. EF392655.1) s 99% identitou. V sekvenciach izolatov z oboch sadov boli
zaznamenané¢ 2 variabiné miesta, u 15-tich izolatov zdmena T/C v odpovedajice] pozicii
1420 referentnej sekvencie, u8 izolatov zamena C/T Vvodpovedajucej pozcii
1589 referencnej sekvencie.

Zistena sekventna variabilita bola s vynimkou troch izolatov v stlade s variabilitou
génu pre 16S-23S rDNA zstenou pomocou enzymov Hpall a Faul pri RFLP analyze.
V tychto troch pripadoch vykazovala RFLP analyza zmieSani infekciu izolatov

s genotypom Pl aPIl, pricom sekvenovanim bola potvrdena pritomnost len jedného
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genotypu, Vv dvoch pripadoch pritomnost genotypu PI avjednom pripade pritomnost
genotypu PII.

Tabulka 13: Genetickd variabilta génu pre 16S-23S tRNA izolatov fytoplazmy
‘Candidatus Phytoplasma mali’

Gén pre 16S-23S rRNA
RFLP Sekvencia RFLP
AU P1A/P7 F1/B6 PCR / T AU P1A/P7 F1/B6
Izolat | Hpall | Faul | Hpall | produkt e e Izolat | Hpall | Faul | Hpall
473/7 | PI+PII | A 2’ P1A/PT7 | + - | 492/11 Pl A 2’
473/8 | PI+PIl | A ‘2’ P1A/P7 | + - | 492/16 | PI4+PII | A ‘1’
473/12 Pl A 2’ P1AP7 | + - | 492/22 nt nt nt
474/10 | Pl A ‘1’ P1A/P7 | + + | 492/23 nt nt nt
475/3 Pl A 2’ P1A/PT7 | - - 493/8 nt nt ‘1’
475/15 Pl A ‘2’ P1APT7 | - - 493/9 PIl A ‘1’
476/10 | Pl A ‘1’ P1AP7 | + + | 493/10 nt nt ‘1
476/20 nt nt ‘1’ F1/B6 | + + | 493/12 Pl A ‘2’
A477/5 Pl A ‘2’ P1AP7 | + - | 493/15 nt nt ‘1’
47716 Pl A 2’ P1A/PT7 | + - | 493/16 nt nt ‘1’
47717 nt nt 2’ F1/B6 | + - | 493/24 Pl A 2’
477/8 nt nt 2’ F1/B6 | + - 494/2 Pl A 2’
47719 Pl A ‘1’ P1A/P7 | + + | 494/7 Pl A 2
477/10 | Pl A ‘1’ P1A/P7 | + + | 494/12 Pl A 2’
477/19 | PI+PII | A | ‘1’+2° | PIAPT | + + | 494/13 nt nt 2’
478/1 PlI A ‘1’ P1A/P7 | + + | 494/15 Pl A 2’
478/13 nt nt ‘1’ F1/B6 + + | 494/16 nt nt 2’

Legenda: nt - netestované

7.2.2.Gén pre ribozomalne proteiny rpl22-rps3

AP15f/AP15r fragment pokryvajuci oblast DNA kodujucu ribozomalne proteiny rpl22-
rps3 bol uspesne ziskany celkovo u23 izolatov, pricom Alul-RFLP profil odpovedajuci
genotypu ribozomalnej podskupiny rpX-A bol identifikovany u 13 izolatov detekovanych
vroku 2014 a6 izolatov detekovanych vroku 2015. Profil rpX-B bol identifikovany
u 1 izolatu v roku 2014 a 3 izolatov v roku 2015 (vid’ obrazok 8).
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Obrazok 8: API15f/AP15r-Alull/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie
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Legenda: L1: Gene Ruler'™ 50 bp DNA ladder (Fermentas), drahy oznadené Gislami
izolatov, 1: genotyp A, 2: genotyp B

U Strnastich izolatov z roku 2014 boli ziskané sekvencie AP15f/AP15r fragmentov
génu kodujiceho ribozomalne proteiny rpl22-rps3 dlhé 834-862 bp.

Sekvencie vSetkych izolatov vykazovali vysoku identitu SO sekvenciami Vv databaze
GenBank. S referencnou sekvenciou fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mal’, izolat
AT (Acc. No. EF193367.1) vykazovali 99% identitu, dalsimi prikladmi sekvencii izolatov
fytoplaziem proliferacie jablone boli napr. izolat APSb (Acc. No. EF193368.1) so
100% identitou, izolat AP15 (Acc. No. EF193366.1) s 99% identitou alebo izolatom AT
Acc. No. CU469464.1) s 99% identitou.

V sekvenciach izolatov zoboch sadov boli zaznamenané 2 variabilné miesta, u jedného
olatu  zdmena  G/A v odpovedajucej pozici 105  referencnej  sekvencie,
u13-tich izolatov duplikécia 12-nukleotidového Useku v odpovedajucej pozici 199-210
referencnej sekvencie.

Zistena sekventna variabilta bola Vvsulade s variabiltou génu pre ribozomalne

proteiny rpl22-rps3 zistenou pomocou enzymu Alul pri RFLP analyze.
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Tabul’ka 14: Genetickd variabilta génu pre ribozomalne proteiny rpl22-rps3 izolatov
fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Gén pre ribozomalne proteiny rpl22-rps3
2014 2015
Irolit PCR RFLP Sekvencia Irolit PCR RFLP
produkt genotyp G/C | Duplikacia produkt |  genotyp
47317 + A - + 492/11 + A
473/8 + A - + 492/16 + B
473/12 + A - + 492/22 nt nt
474/10 + A - + 492/23 nt nt
475/3 + A - + 493/8 - nt
475/15 + A - + 493/9 + B
476/10 + A - + 493/10 - nt
476/20 + A - + 493/12 + A
477/5 + A - + 493/15 - nt
47716 + A - + 493/16 - nt
47717 - nt nt nt 493/24 + A
47718 - nt nt nt 494/2 + A
477/9 + A - + 494/7 + A
477/10 + A - + 494/12 + B
477/19 + B + - 494/13 - nt
478/1 + A - + 494/15 - nt
478/13 - nt nt nt 494/16 + A

Legenda: nt - netestované

7.2.3.Gén pre nitroreductase-like protein

AP14/AP15 fragment pokryvajici oblast DNA kodujicu nitroreductase-like protein
bol uspesne ziskany u21 izolatov. Jedenast izolatov zroku 2014 bolo podrobenych RFLP
analyze, pricom Hincll a Pagl-RFLP profil odpovedajici genotypu podtypu fytoplazmy
AT-1 bol identifkovany u2 izolatov, profil odpovedajici genotypu AT-2 u3 izolatov
a profil odpovedajici genotypu AP15 u4 izoldtov. Zmesna mfekcia izolatov s genotypom
AT-1 a AP15 bhola zistena v dvoch pripadoch (vid’ obr. 9). U zvysnych 10 izolatov z roku
2015 boli genotypy urcené na zaklade sekvencii, pricom tieto tdaje boli poskytnut¢é Mgr.
Danou Safifovou, Ph.D. Na ziklade tychto sekvencii bol identifikovany Hincll a Pagl-
RFLP profill odpovedajuci genotypu podtypu fytoplazmy AT-1 u6 izolatov, profi
odpovedajuci genotypu AT-2 ul izolatu a profil odpovedajici genotypu AP15 u3

izolatov. Zmesna infekcia izolatov nebola zaznamenana (vid’ obr. 10).
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Obrazok 9: AP14/AP15-Hincll/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie
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Legenda: L1, L2: Gene Ruler™ 50 bp DNA ladder (Fermentas), dréhy ozmacené &islami
izolatov, kombinacia profiu oznaCeného 1 (na obrazku 9) a profiu oznaceného 1 (na
obrazku 10): genotyp AT-1, kombinacia profilu oznaceného 1 (na obrazku 9) a profilu
oznacen¢ho 2 (na obrazku 10): genotyp AT-2, kombinacia profiu oznacen¢ho 2 (na
obrazku 9) a profilu oznaceného 1 (na obrazku 10): genotyp AP15, kombinicia profilu
oznac¢ené¢ho 3 (na obrazku 9) a profilu oznaceného 1 (na obrazku 10): genotyp AT-1+AP15

Obrazok 10: AP14/AP15-Pagl/RFLP profily vybranych izolatov fytoplazmy proliferacie
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Legenda: L: Gene Ruler™ 100 bp DNA ladder (Fermentas), drahy oznadené Gislami
izolatov, 1 a 2: popis genotypu vid’ legenda obrazku 9

U jedenastich izolatov zroku 2014 boli zskané sekvencie AP14/AP15 fragmentov
génu kdédujuceho nitroreductase-like protein dlhé 657-717 bp, dva izolaty boli urené ako
zmesné infekcie a preto nebolo mozné ziskat’ ich sekvencie.

Sekvencie vSetkych zskanych izolatov vykazovali vysokt identitu SO sekvenciami
v databaze GenBank. S referencnou sekvenciou fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma
mali’, izolat AT-2 (Acc. No. JN642113.1) vykazovali 99% identitu, dalsimi prikladmi
sekvencii izolatov fytoplaziem proliferacie jablone boli napr. izoldt AP-15 (Acc. No.
JN642117.1) s 99% identitou, izolat AT-1 (Acc. No. JN642115.1) s 99% identitou alebo
izolat AT-1 (Acc. No. HG798805.1) s99% identitou. V sekvenciach boli zaznamenané
2 variabiné  miesta, uoOsmich izolitov ~zamena A/C v  odpovedajucej pozicii
340 referencnej sekvencie, upiatich izolatov zamena G/C vodpovedajucej pozicii

376 referencnej sekvencie.
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Zistena sekvencna variabilita bola v sulade s variabilitou génu pre nitroreductase-like

protein zistenou pomocou enzymov Hincll a Pagl pri RFLP analyze.

Tabulka 15: Genetickd variabilita génu pre nitroreductase-like protein izolatov
fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’

Gén pre nitroreductase-like protein
2014 2015
Lolat PCR RFLP Sekvencia Loolat PCR RFLP
produkt |  genotyp A/C G/IC produkt |  genotyp
47317 + AT2 - - 492/11 + ATl
473/8 + ATl + - 492/16 + ATl
473/12 - nt + - 492/22 nt nt
474/10 + AP15 + + 492/23 nt nt
475/3 + AP15 nt nt 493/8 + AT1
475/15 + AP15 + + 493/9 + ATl
476/10 + AP15+AT1 nt nt 493/10 - nt
476/20 - nt + + 493/12 + AT15
4775 + AT2 - - 493/15 - nt
A77/6 + AT2 - - 493/16 - nt
ATT17 - nt nt nt 493/24 + AP15
A77/8 - nt nt nt 494/2 + AT2
477/9 + AP15+AT1 nt nt 494/7 + AP15
477/10 - nt + + 494/12 + ATl
477/19 + ATl + - 494/13 - nt
478/1 + AP15 + + 494/15 + ATl
478/13 - nt nt nt 494/16 - nt

Legenda: nt - netestované
7.2.4.Gén pre HfIB proteazu

Fragment pokryvajuci fHfIB3-1/rHfIB3 oblast DNA kodujicu HfIB proteazu bol
uspesne ziskany u 14 izolatov vroku 2014 aul4 izolatov vroku 2015 (vid obrazok 11),
v Styroch pripadoch sa nepodarilo pomocou AP Specifickych primerov ziskat” produkt.
Tieto 1zolaty neboli podrobené RFLP analyze ami sekvenovaniu.
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Obrazok 11: Detekcia génu pre HfIB protedzu u izolatov fytoplazmy proliferacie jablone
ziskanych z DNA hmyzich jedincov Cacopsylla picta metdédou PCR so Specifickymi

primermi
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Legenda: L1, L2: Gene Ruler'™ 100 bp Plus DNA ladder (Fermentas), dréhy oznadené
Cislami izolatov, B: negativna kontrola, ns: neSpecificky produkt oznaceny Sipkou
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8. Diskusia

Fytoplazma  proliferacie ~ jablone  predstavuje  dnes  jednu  z ekonomicky
najvyznamnejSich  fytoplazmovych chorob jabloni v Eurdpe (Seemiiller et al., 2011).
Vyskumy Vv Ceskej republike zamerané na jej detekciu sa prevadzajii uz desatrodia a to
hlavne s cielom =zaistit’ opatrenia proti jej ekonomickému dopadu. Experimentidlna cast
tejto bakalarskej prace bola zamerana na $tidium vektora fytoplazmy proliferacie jablone,
Cacopsylla picta a stanovenie jeho wvplyvu na Sirenie fytoplazmy. V oboch sledovanych
sadoch (sad s integrovanym rezimom pestovania a sad vo faze prechodu do organického
reZimu pestovania) sa percentudlny vyskyt mér mfikovanych fytoplazmou proliferacie
jablone pohyboval vrozmedzi 11,5-20,7 %, ¢o predstavuje o nieCo nizSiu mieru vyskytu,
ktora bola na tizemi Ceskej republiky preukdzana v predchadzajicom obdobi (Franova
et al., 2014). V porovnani sudajmi zNemecka, severného Franclzska a Svajéiarska je
zistené percentudlne zastipenie infekénych mér Cacopsylla picta v Ceskej republike
vysSie, vniektorych pripadoch bolo zaznamenané az dvojnasobne vysSSie zastipenie
infekénych jedincov (Jarausch et al., 2007). V stlade so0 Stidiami zaznamenavajlicimi
rozdiel vo vyskyte mér vsade Sintegrovanym rezimom pestovania aVsade vo faze
konverzie do organického (Sucha et al., 2015) bol preukazany vyssi vyskyt mér v druhom
spominanom type sadu. Ci bude trend zachovany a vyskyt mér sa po ustileni rovnovahy
vsade mnizi mdze byt predmetom dalsich studi. Rozdiel v infekénosti mér vyskytujicimi
sa vdvoch odli§nych typoch sadov nebol preukazny (Safitova et al., 2016b). S ohadom
na dobu aplikacie insekticidnych postrekov vsade S integrovanym rezimom pestovania,
bola tato aplikacia znacne uspeSnejSia v roku 2014, nez vroku 2015. V prvom roku sa
doba aplikdcie prekryvala sdobou naletu hmyzu a insekticidny ucinok eradikoval
populacie hmyzu vratane mér. V roku 2015 vsak doba aplikacie neprebehla v dobe niletu,
vysledkom bol minimalny vplyv chemikdli na vyskyt hmyzu. Populaénd dynamika mér
Cacopsylla picta vsadoch bola vstlade so $tidiami prevadzanymi v Ceskej republike
a okolitych  krajinach, ¢o znamend prvy vyskyt prezimujacich jedincov na prelome
februara a marca, najvysSie zaznamenané pocty jedincov mér v aprili a ibytok jedincov na
konci maja (Cermak a Lauterer, 2008; Mattedi et al., 2008; Mayer et al., 2010; Tedeschi et
al., 2002; 2009).

Analyzou genetickej variability izolatov fytoplazmy proliferacie jablone detekovanych
vmérach Cacopsylla picta bola zstend mald variabilta medz jednotlivymi genotypmi.
Preukazany castejSi vyskyt genotypu rpX-A a menSi vyskyt genotypu rpX-B, ako gj
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CastejSi vyskyt profilov P-1 a "2, mensi vyskyt profilov P-1I a "1" aojedinelé pripady
pritomnosti zmesi izolatov profilov P-1+P-II, odpovedaju frekvencii vo vyskyte genotypov
vjablnych vysadbach v Ceskej republike. Naopak priblime rovnaky vyskyt genotypov
AT-1, AT-2 aAP15 za rok 2014 a castejsi vyskyt genotypu AT-1 vroku 2015 bol
v protiklade so zisteniami analyzy genetickej variability AP v jablénych sadoch v Ceskej
republike, kde bol preukazany cCastej$i vyskyt genotypov AP15 a AT-2 (Franova et al.,
2011; 2013). Zistena geneticka variabilta fytoplazmy proliferacie jablone u mér
Cacopsylla picta bola porovnatelna so zistenou genetickou variabilitou izolatov
fytoplazmy AP detekovanou u hostitel'skych rastlin jabloni v tej samej lokalite v rovnakom
obdobi (Bilkova, 2016).

Analyza genetickej variability fytoplazmy AP uhmyzieho vektora navySe potvrdila
pritomnost’ zmesnych infekcii réznymi genotypmi toho istého kmena ‘Ca. Phytoplasma
mali’, pricom doteraz boli $tidiami u C. picta potvrdené zmesné infekcie iba odlisnymi
podskupinami fytoplaziem (Ermacora et al., 2007). Ticto vysledky st jedny zprvych
potvrdzujucich, z méra C. picta mobze byt infikovana takymto typom zmesnej infekcie.
Vicsna zmesnych infekcii bola potvrdend ako RFLP analyzou, tak aj vysledkom
sekvenovania. Za pri¢inou nezhody utroch izolaitov a vyvratenie pritomnosti zmesnej
infekcie sekevnovanim sa poklada nizka koncentracia jedného zdvoch pritomnych
genotypov fytoplaziem a jeho slaby signal pri sekvenovani.
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9. Zaver

Vtejto praci bola Studovanda populacéna dynamika mér Cacopsylla picta vsade
Vintegrovanom rezime pestovania avsade Vvstadiu konverzie do organického rezimu
pestovania. Bola analyzovana pritomnost’ fytoplazmy proliferacie jablone a geneticka
variabilita detekovanych izolatov. V sade vstadiu konverzie do organického rezimu
pestovania bolo na Ztych lepovych doskach odchytenych 96 vroku 2014 a 61 jedincov
Cacopsylla picta vroku 2015. V sade v integrovanom rezime pestovania bolo v roku 2014
odchytenych 29 jedincov Cacopsylla picta a 25 jedincov v roku 2015. Infek¢nost” v sadoch
sa pohybovala vrozmedzi hodnét 11,5-20,7 %, avSak rozdiel v infekénosti mér v dvoch
rozdielnych typoch sadov bol nepreukazny. V sade Vv integrovanom rezime pestovania bol
po aplikacii nsekticidnych postrekov vroku 2014 pozorovany nizSi vyskyt mér
Cacopsylla picta, vroku 2015 tento trend nebol taky vyrazny. Jarnd migracia mér na
hostitel'ské rastliny v oboch typoch sadov voboch rokoch prebiehala na prelome februara
a marca, spatna migracia novych jedincov na zimoviska prebichala na konci maja.

Geneticka variabilita izolatov fytoplazmy proliferacie jablone nevykazovala vysoka
variabilitu.  Analyzou génu 16S-23S rDNA bola zstend pritomnost’ izolatov
odpovedajucich profilom P-1, P-IlI, “1% 2% scastejSimi vyskytmi profilov P-1 a ‘2%
a ojedinelé pripady zmesi izolatov profilov P-1+P-II a “1“+“2“. Vyskyt tychto zmesnych
fytoplazmovych  infekcii  detekovanych  RFLP  analjzou vSak nebol potvrdeny
sekvenovanim. Analyzou génu pre ribozomalne proteiny rpl22-rps3 bola preukazana
pritomnost’  genotypov rpX-A, ktoré prevladali nad izolatmi genotypov rpX-B. Analyzou
génu pre nitroreductase-like protein bola preukdzana pritomnost’ genotypov AT-1, AT-2
a AP15 s previadajiicim vyskytom genotypu AT-1.

Unkkatnym zstenim prace je potvrdenie jedinecného vyskytu zmesnej infekcie
AP fytoplazmy genotypov AT-1 a AP15 infikujucich jedného jedinca vektoru Cacopsylla

picta.
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