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Abstrakt

"Candidatus Phytoplasma prunorum’ je patogen dievin rodu Prunus, u kterych zpusobuje
onemocnéni zvané evropska Zloutenka peckovin. Toto onemocnéni je predevSim rozsifeno
ve sttedni a jizni Evropé. Tato bakalaiska prace byla zaméfena na molekularni detekci
a genotypizaci jedinct vektorové mery, Cacopsylla pruni, ktefi byli odchyceni v ruznych letech
na $esti lokalitach na jizni Moravé. Bylo ziskano 40 parcialnich sekvenci COI-tRNAX"-COII
oblasti mitochondrialni DNA. Porovnanim téchto sekvenci se sekvencemi COI a COIl
dostupnymi v databazi GenBank vykazovala vétSina sekvenci nejvyssi identitu 99-100 %
se COI sekvencemi jedinct C. pruni, gt02 a gt03 (Acc. No. KM206191.1, KM206192.1)
puvodem z Italie. U 7 vzorku série 141 pavodem z lokality Kal¢nik byly ziskany sekvence
vykazujici 88—90% identitu se COI sekvencemi C. melanoneura. Jedinci série 141 byli s nejvétsi
pravdépodobnosti chybné identifikovani jako C. pruni, ale pfisluseji k C. melanoneura.
Na zakladé 16S rDNA genotypizace byli vsSichni jedinci C. pruni zatazeni do potencialniho
kryptického druhu C. pruni B, genotyp B. Fylogeneticka analyza parcialnich sekvenci COI
a COII tato zjisténi potvrdila. Ziskané sekvence se vyvétvily do dvou samostatnych skupin.
Vétsina z nich se vyvétvila spolecné se COI sekvencemi C. pruni ziskanymi z databaze
GenBank. Analyza potvrdila identitu jedinct série 141, ziskané sekvence se vyvétvily spolecné
se COI sekvencemi C. melanoneura ziskanymi z databaze GenBank. V ptipadé COII oblasti

byla pozorovana obdobna topologie fylogenetického stromu.
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Abstract

"Candidatus Phytoplasma prunorum’ is a pathogen of the genus Prunus, which causes a disease
commonly called European stone fruit yellows. This disease is mostly spread in Central and
Southern Europe. This bachelor thesis was focused on molecular detection and genotyping
of samples of vector Cacopsylla pruni, which have been captured during the period of several
years in six different locations of South Moravia. I have obtained 40 partial sequences COI-
tRNAM'-COII of mitochondrial DNA. By comparison of these sequences with sequences COI
and COII available in the GenBank database, the majority of the sequences had the highest
identity match of 99-100 % with COI sequences of C. pruni, gt02 and gt03 (Acc.
No. KM206191.1, KM206192.1) originated from Italy. Seven samples of series 141 from the
location Kalec¢nik had sequences showing 88-90 % identity match with COI sequences
of C. melanoneura. The samples from series 141 have been most likely misidentified
as belonging to C. pruni species, even though they probably do belong to C. melanoneura
species. Based on 16S rDNA genotyping have been all samples of C. pruni species classified
into cryptic species C. pruni B, genotype B. Phylogenetic analysis of partial sequences COI and
COIl these findings confirmed. Obtained sequences have branched into two individual groups.
The majority have branched together with COI sequences of C. pruni obtained from GenBank
database. The analysis have confirmed the identity of the samples of 141 series, the obtained
sequences have branched together with COI sequences of C. melanoneura - also obtained from
GenBank database. In case of COII parts, there have been found corresponding topology

of phylogenetic tree.
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1 UVOD

Fytoplazmy patii mezi vyznamné patogeny rostlin, bylin i dfevin, které kazdoro¢né na celém
svété zpusobuji zavazna onemocnéni rostlin, ktera vedou k vyraznému poklesu ve kvalité
a vynosu plodd, a tim negativné ovliviiuji hospodaiskou produkci. Vyznamnou chorobou
dfevin rodu Prunus je evropska zloutenka peckovin (ESFY, european stone fruit yellows),
ktera je zpusobena fytoplazmou evropské zloutenky peckovin (‘Candidatus Phytoplasma
prunorum'). Nejcitlivéji na tuto chorobu reaguji merutika obecna, broskvor obecna ¢i slivon
japonska, u které byla choroba poprvé identifikovana. Infikované dieviny rodu Prunus
vykazuji obvykle pfiznaky, které se ale nemusi vzdy projevit. Mezi typické symptomy
fadime chlorotické svinuti list, leptonekrozu, zloutnuti az Cervenani listt, pripadné jejich
predCasny opad. Pienos je nejCastéji zpusoben vektory, zastupci druhu Cacopsylla pruni.
Identifikace vektorovych mer na zakladé morfologickych vlastnosti je velmi narocna,
a proto je potreba vyvijet molekularni metody detekce, jako je naptiklad metoda zalozena
na analyze COI genu mitochondrialni DNA, které by usnadnily identifikaci neznamych
¢i spornych jedinct, nebo jejich reklasifikaci, jelikoz identifikace jedinci mer na zakladé

DNA je spolehlivym, dostupnym a efektivnim feSenim.



2 CILE PRACE

2.

Vypracovani literarni reserSe zaméfené na biologickou a molekularné genetickou
charakteristiku fytoplazmy 'Ca. Phytoplasma prunorum' (ESFY), vyznamného
patogena merunék, a jejich vektort, zejména mery Cacopsylla pruni.

Molekularni detekce a genotypizace zastupcu r. Cacopsylla pruni za pouziti DNA
markerti, pomoci metody PCR a sekvenovani, bioinformaticka analyza ziskanych

sekvencnich dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou obligatni prokaryotni patogeny rostlin tfidy Mollicutes, oddéleni
Tenericutes, ve kterém tvori samostatnou monofyletickou skupinu (IRPCM, 2004).

Jejich bunky postradaji bunéCnou sténu a jsou obklopeny pouze jednotkovou
membranou. Buniky jsou proto pleiomorfni, jejich tvar je rozmanity, od kulovitého, pres
ovalny, az po  protahly.  Velikost jednotlivych  bunék se  pohybuje
od 200 nm do 500 nm, u protahlych bunék mize dosahovat az 800 nm. Buriky jsou citlivé
vuéi tetracyklinovym antibiotikim, ale ne vaci penicilinu. Membrany fytoplazem jsou
citlivé vaci hypotonickym solnym roztoktim, ale k digitoninu jsou rezistentni (IRPCM,
2004; Firrao et al., 2005; Marcone et al., 2014; Namba, 2019).

Fytoplazmy kolonizuji sitkovice floému, vzacné také parenchymatické buiky
cévnatych rostlin. U vektorovych zastupci hmyzu sajiciho rostlinnou §tavu osidluji stieva,
hemolymfu, slinné zlazy, ale i dalsi organy, mohou také zpusobit jejich pfedCasnou smrt.
V rostlinnych hostitelich vyvolavaji komplex symptomu jako je virescence, fylodie, sterilita,
abnormalni prodlouzeni internodii, proliferaci, a mnoho dalSich, méné specifickych
ptiznaka (IRPCM, 2004; Hogenhout et al., 2009; Bertaccini et al., 2014). Fytoplazmy tedy
patii k jednomu z mala patogent, ktefi maji hostitele jak v zivocisné, tak v rostlinné fisi.

Prenos fytoplazem je mozny pomoci hmyzich vektord, lidskou cinnosti nebo
experimentalni kokotici. Pomoci lidské Cinnosti se fytoplazmy rozsifuji vegetativnimi
zpusoby mnoZzeni péstovanych rostlin, §t€povanim nebo fizkovanim. Fytoplazmy nelze
prenasSet z rostliny na rostlinu nafadim, ani rostlinnou mizou (Kiss et al., 2019).

Hmyzi vektofi prenasejici fytoplazmy spadaji do fadu polokiidlych (Hemiptera).
Vektorové druhy patii do tfi skupin, a to cCeledi kfiskovitych (Auchenorrhyncha:
Cicadellidae), infrafadu svitilky (Auchenorrhyncha: Fulgoromorpha) a Celedi merovitych
(Sternorrhyncha: Psyllidae) (Bertin et Bosco, 2013). VSechny znamé vektory fytoplazem
v ramci Celedi Psyllidae se fadi do rodu Cacopsylla (Bertaccini et al., 2019a).

Vétsina vektorti fytoplazem jabloni a peckovin je univoltinnich, vyjimkou jsou
vektoti prenasejici fytoplazmu chiadnuti hrusné ('Candidatus Phytoplasma pyri'), ktefi jsou
polyvoltinni. U univoltinnich pfenasect nedochazi k prekryvu generaci, maji tedy pouze
jednu generaci rocné. Vektofi pfezimuji vétSinou na jehliCnanech a na jafe se vraceji

na piislusné hostitelské rostliny. Radi se mezi n& oligofagni nebo polyfagni druhy.



Hostitelsky rozsah pro oligofagni druhy byva omezen na jednu celed rostlin. Tato
specializace vede k otevienému nebo uzavienému cyklu Sifeni fytoplazem. Oteviené cykly
nastavaji, kdyz vektoti prenaseji fytoplazmy z jednoho rostlinného druhu na jiny rostlinny
druh. Naopak uzaviené cykly nastavaji, pokud jsou fytoplazmy vektory pfenaSeny pouze
mezi stejnymi hostitelskymi rostlinami. Polyvoltinni pfenaSeci pfezimuji jako dospéli
jedinci pifimo na hostitelskych rostlinach nebo v jejich blizkosti, v disledku toho dochazi
k ptekryvu generaci a maji tedy nekolik generaci ro€né (Seemiiler ez Schneider, 2004;

Alma et al., 2015; Bertaccini et al., 2019b).
3.2 Objev fytoplazem a jejich klasifikace

Po celém svéteé se u rostlin vyskytuje mnoho onemocnéni vykazujicich podobné
symptomy, napiiklad zakrslost, metlovitost ¢i zloutenka. Tyto symptomy mohou byt
zpusobeny ruznymi patogeny. Cela fada onemocnéni, u kterych dnes jiz vime, Ze jsou
vyvolany fytoplazmami, byla ptvodné (pfed jejich objevem) povazovana za virového
ptvodu, jelikoz nebyla mozna kultivace patogenu in vitro v bezbunécném médiu, vektorem
byl hmyz a symptomy onemocnéni byly podobné praveé virovym onemocnénim, prestoze
zadné virové castice nikdy nebyly s onemocnénimi spojeny (Lee et al., 2000;
Hogenhout et al., 2008).

Nejstarsi zaznamy o onemocnéni vyvolané fytoplazmami jsou staré zhruba 1 000 let
a pochazeji z Ciny, kde v #i8 Sung v letech 9601279 n. 1. byly pivoiky infikované
fytoplazmou vykazujici kvétovou virescenci cenény jako nejvzacnéjsi a nejkrasnéjsi odrida
této rostliny (Maramorosch, 2011).

Pfitomnost patogenu byla poprvé zjisténa v roce 1967 v Japonsku, kdy byly pomoci
elektronové mikroskopie v sitkovicich morusovniku pozorovany struktury podobné burikam
zvitecich a lidskych mykoplazmat. Objevena fytoplazma byla pozdé€ji oznacena jako
pavodce zakrslosti morusi. Tato choroba je Sskodliva a ma negativni dopady na produkeci listd
moruse, které jsou jedinym zdrojem potravy bource morusového, a tim zpusobuje znacné
Skody v hedvabnickém pramyslu. Na zakladé podobnosti s zivo¢isSnymi mykoplazmami byl
pro tyto rostlinné patogeny navrzen ndzev ,,mykoplazmam podobné organismy* (MLOs,
mycoplasma-like organism) (Doi et al., 1967; IRPCM, 2004).

Pozdé&ji se ukazalo, ze mnoha onemocnéni, za jejichz ptivodce byly povazovany viry,
jsou ve skuteCnosti vyvolany MLOs. S rozvojem znalosti a roz§ifujicim se okruhem chorob

vyvolanych fytoplazmami bylo nutno zavést jejich klasifikaci. Nejprve byla identifikace



a klasifikace fytoplazem zalozena pouze na biologickych vlastnostech, jako jsou symptomy
indukované v infikovanych rostlinach, okruh rostlinnych hostitelii a interakce s hmyzimi
vektory (Doi et al., 1967; Lee et al., 2000; Hogenhout et al., 2008). U rostlin vykazujicich
symptomy byl nasledné¢ pomoci elektronové mikroskopie potvrzen €i vyvracen vyskyt
fytoplazmovych bunék v sitkovicich floému infikovanych rostlin (IRPCM, 2004).

V roce 1994 byl oficialné piijat trivialni nazev fytoplazma, ktery nahradil do té doby
uzivané pojmenovani ,mykoplazmam podobné organismy“ (mycoplasma-like organism)
(International Committee on Systematic Bacteriology Subcommittee on the Taxonomy
of Mollicutes, 1993; 1997). Anglicky nazev 'phytoplasma’ pochazi pivodem z fectiny
a je slozen ze dvou slov, a to phytos = rostlina a plasma = zformovany (IRPCM, 2004).

Vyznamny zvrat ve zkoumani fytoplazem a jejich vektort nastal s rozvojem metod
molekularni biologie, které umoznily molekularni charakterizaci fytoplazem. Prvni
taxonomické rozdéleni bylo zalozeno na genetické variabilité konzervativniho genu pro
16S rRNA a jeho analyze na zakladé polymorfismu délky restrikcnich fragmenti (RFLP)
za pouziti 17 restrikénich endonukleaz. Fytoplazmy byly rozdéleny do 14 hlavnich skupin
oznacovanych jako 16Sr skupiny. Téchto 14 hlavnich skupin bylo nasledné rozdéleno
do 46 podskupin (Lee et al., 1998; Seemiiller et al., 1998).

Pozdéji bylo zjisténo, ze vytvoreni fylogenetického systému vychazejiciho
z jediného, vysoce konzervativniho genu 16S rRNA je nedostatecné, a to zejména pro
rozliSeni fytoplazem do podskupin (Streten et Gibb, 2005). Pro detailn€jsi rozliSeni
a identifikaci fytoplazem se zacCaly vyuzivat i méné konzervované, variabilnéjsi geny.
Naptiklad se pouziva variabilnéjsi sekvence gent pro ribozomalni proteiny (rp - rps3,
rpl22), které umoziuji identifikaci vice skupin pomoci RFLP analyzy nez gen 16S rRNA.
Dal§imi konzervativnimi geny jsou gen tuf kodujici elongacni faktor Tu, gen secA koduyjici
molekularni motor secA ucastnici se bakterialni sekrecni drahy Sec, gen secY kodujici hlavni
transmembranovou podjednotku bakteridlni sekrecni drahy Sec, gen ampl koduyjici
antigenni povrchovy membranovy protein, gen vmpl kodujici membranovy protein vakuol,
gen stamp koduyjici antigenni povrchovy membranovy protein, gen nusA pro transkripcni
faktor nusA a gen hflb (Seemiiller et al., 1998; Hodgetts et al., 2008; Ntushelo et al., 2010;
Danet et al., 2011; Contaldo et al., 2021).

Vzhledem k pfibyvajicim informacim a rozvijejicim se molekularnim technikam
byla v roce 1994 vytvorena nova taxonomicka jednotka, rod 'Candidatus Phytoplasma'.
Klasifikace v ramci tohoto taxonu je zaloZzena na zakladé analyzy wvariability genu

16S rRNA. Aby byla detekovana fytoplazma zafazena do tohoto druhu, popis by mél
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odkazovat na jedinou, jedine¢nou sekvenci genu 16S rRNA, ktera je vétsi nez 1 200 bp.
Obecné lze izolat popsat jako novy druh, pokud jeho genova sekvence 16S rRNA vykazuje
mens$i nez 97,5% podobnost se sekvenci jakéhokoliv jiz diive popsaného druhu rodu
'Candidatus Phytoplasma'. V nékterych ptfipadech mohou odlisné druhy vykazovat identitu
genoveé sekvence 16S rRNA 1 vyssi nez 97,5 %, ale musi byt splnéna jedna z dalSich
podminek. Za prvé, musi se jednat o ekologicky jasné oddélené populace; za druhé, obé
fytoplazmy musi byt pfenaseny riznymi vektory; za tfeti, obé maji odli§ného rostlinného
hostitele nebo za Ctvrté, je jejich chovani odlisné u stejné hostitelské rostliny a musi existovat
dikazy o molekularni diverzité stanovené pomoci DNA hybridizace, sérologické reakce
nebo PCR (IRPCM, 2004).

V soucCasnosti rozliSujeme Ctyficet devét druhll 'Candidatus Phytoplasma’
a tficet Sest 16Sr skupin a né€kolik desitek podskupin (Bertaccini et al., 2022). Rozdé€leni
do 16Sr skupin vychazi ze Stipani amplikonu ziskaného v nested-PCR pomoci primeru
R16F2 aR16R2 restrikénimi endonukledzami. Tyto dva primery se standardné pouzivaji pro

PCR detekci a identifikaci fytoplazem (Lee et al., 1998; Bertaccini, 2019c).
3.3 Genom fytoplazem

Fytoplazmy jsou grampozitivni bakterie, jejichz genom je tvofen jednim kruhovym
nebo v nékterych pfipadech linearnim chromozémem a nékolika malymi plazmidy, avSak
napiiklad 'Candidatus Phytoplasma mali' nenese zadné plazmidy (Firrao et al., 2005;
Oshima et al., 2013). Velikost ~ chromozomu fytoplazem se  pohybuje
od 530 kb do 1 350 kb a vykazuje relativné nizky obsah G+C bazi okolo 23-29 %
(Wang et al. 2018). Pro fytoplazmy jsou charakteristické specifické pozice nukleotidii genu
16S-23S rRNA, ato adenin v pozici 242, thymin v pozicich 286 a 1247, kromé toho obsahuji
jedineCnou sekvenci oligonukleotidi 5-CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT-3’
v oblasti genu 16S rRNA (IRPCM, 2004). Maji dva rRNA operony v genu 16S rRNA
a obsahuji malé mnozstvi gent pro tRNA (Wang ef al., 2018). U nékterych fytoplazem
je utéchto dvou operont ziejma heterogenita. Narozdil od ostatnich zastupca tfidy
Mollicutes, u kterych kodon UGA koéduje aminokyselinu tryptofan, ma kodon UGA
u fytoplazem funkci stop kodonu (IRPCM, 2004; Oshima et al., 2013). Genomy fytoplazem
dale obsahuji shluky opakovanych sekvenci, které se nazyvaji potencialni mobilni jednotky
(PMU). Vzhledem k opakované pfitomnosti PMU, jejich genovému obsahu a poradi gent

se nejspise jedna o replikativni, slozené transpozony (Bertaccini et al., 2019b).



Jejich genom je obecné maly, redukovany a ma se za to, ze k této redukci doslo
v disledku jejich zivotnich cykll, jelikoz se prizptsobili striktné parazitickému zpisobu
zivota. Ztratily velky pocet gend, které jsou povazované za nezbytné pro zivot. Jejich
redukovany genom obsahuje pouze maly pocet gent spojovanych se zakladnimi bunécnymi
funkcemi a metabolismem fytoplazem. Vzhledem k absenci téchto gent jsou zavislé
na dodani produkti téchto metabolickych drah svymi hostiteli (Oshima er al., 2013).
Fytoplazmy maji geny nezbytné pro glykolyzu a dal§i geny souvisejici s oxidativni
fosforylaci, Krebsovym cyklem, pent6zofosfatovym cyklem, metabolismem galaktozy, ATP
syntazy, syntézou mastnych kyselin, aminokyselin a nukleotidi de novo neobsahuji
(Christensen et al., 2005).

Oshima et al. (2004) sestavili prvni kompletni genom fytoplazmy 'Candidatus
Phytoplasma asteris' infikujici chryzantému (Chrysanthemum sp.). Doposud bylo popsano
18 kompletnich genomu fytoplazem, a to 'Candidatus Phytoplasma australiense' (kmeny
PAa a NZSbl1), 'Candidatus Phytoplasma mali' (kmen AT), aster yellows witches'-broom
phytoplasma (kmeny OY-M a AYWB), onion yellow phytoplasma, maize bushy stunt
phytoplasma (kmen M3), Paulownia witches'-broom phytoplasma (kmen Zhengzhou),
'Candidatus Phytoplasma ziziphi' (kmeny jwb-nky a hebei-2018), 'Echinacea purpurea’
witches-broom phytoplasma, 'Brassica napus’ phytoplasma, 'Candidatus Phytoplasma
tritici', periwinkle leaf yellowing phytoplasma, mulberry dwarf phytoplasma (kmen MDGZ-
01), 'Candidatus Phytoplasma luffae' (kmen NCHU2019), rapeseed phyllody phytoplasma,
"Catharanthus roseus’ aster yellows phytoplasma (kmen De Villa) (Oshima et al., 2004;
Baier al., 2006; Kubeetal., 2008; Andersen et al., 2013; Chenetal., 2014,
Orlovskis et al., 2017; Wang et al., 2018; Town et al., 2018; Cho et al., 2019; Coetzee
et al., 2019; Cho et al., 2020; Cao et al., 2021; Tan et al., 2021; Huang et al., 2022).

3.4 'Candidatus Phytoplasma prunorum'

Fytoplazma evropské zloutenky peckovin (ESFY, European stone fruit yellows
phytoplasma) je vyznamny patogen infikujici zastupce rodu Prunus v Evropé. Zpusobuje
chlorotické svinuti listd merunek (Prunus armeniaca L.), leptonekrozu slivoni japonskych
(Prunus salicina L.) a zloutenku broskvoni (Prunus persica L.). Poprvé bylo onemocnéni
popsano ve 30. letech 20. stoleti jako chfadnuti japonskych slivoni (Prunus salicina) v Italii

a Francii. Pozdé&ji bylo oznaCovano jako chloroticka svinutka listd merunky (ACLR, apricot



chlorotic leaf roll) (Cieslinska, 2011). V sou€asnosti jsou vSechny tyto symptomy souhrnné
oznacovany jako evropska zloutenka peckovin (ESFY, European stone fruit yellows).

V roce 2004 byl puvodce tohoto onemocnéni na zakladé analyzy 16S rRNA,
transkribovaného mezerniku 16S-23S rDNA a neribozomalniho imunodominantniho genu
pro membranovy protein (impl) popsan jako novy samostatny druh fytoplazmy,
a to 'Candidatus Phytoplasma prunorum'. Nasledné¢ byla provedena analyza téchto
ribozomalnich a neribozomalnich genti pomoci RFLP analyzy za uziti univerzalnich
a specifickych primert, pomoci kterych se specificky amplifikuji nékteré nebo vSechny
skupiny “apple proliferation” (AP). Poté po nasledném §tépeni restrikéni endonukledzou Alul
vykazovaly 'Candidatus Phytoplasma mali', 'Candidatus Phytoplasma pyri' a 'Candidatus
Phytoplasma prunorum' stejny restrikéni profil. Tyto fytoplazmy lze od sebe odlisit pomoci
restrikénich endonukledz Rsal a Sspl, kdy Rsal §tépi odlisné 'Candidatus Phytoplasma
prunorum' od 'Candidatus Phytoplasma mali' a 'Candidatus Phytoplasma pyri', zatimco Sspl
Stépi 'Candidatus Phytoplasma mali' v misté, které 'Candidatus Phytoplasma pyri'
a'Candidatus  Phytoplasma prunorum' chybi. Nahodné klonované fragmenty
chromozomalni DNA byly pouzity v analyze southern blot k charakterizaci a diferenciaci
fytoplazem skupiny AP, tyto fragmenty byly pouzity jako sondy a byly ziskany odli§né
RFLP vzorce. Pulzni gelové elektroforézy bylo vyuzito k odhadu velikosti genomu
fytoplazem 'Candidatus Phytoplasma mali', 'Candidatus Phytoplasma pyri' a 'Candidatus
Phytoplasma prunorum' rozliSenim chromozomii plné délky anebo chromozomalnich
makrorestrikénich fragmentd, které byly vytvofeny St€penim. Vysledky ukazaly odlisné
velikosti chromozomu téchto tii patogeni a byly vytvoreny restrikéni mapy (Seemiiller
et Schneider, 2004). 'Candidatus Phytoplasma prunorum' je patogen piibuzny s dal§imi
vyznamnymi patogeny ovocnych dfevin, a to 'Candidatus Phytoplasma mali', ktera
zpusobuje proliferaci jabloni (AP, apple proliferation) a 'Candidatus Phytoplasma pyri'
indukujici chfadnuti hrusni (PD, pear decline) a chlorotickou svinutku listd broskvoni
(PYRL, peach yellow leaf roll) (IRPCM, 2004; Marcone et al., 2010, Danet et al., 2011).
Spolecné jsou tyto fytoplazmy fazeny do 16SrX skupiny (fytoplazmy proliferace jabloné,
"apple proliferation group”) (Seemiiller et Schneider, 2004).

Vzhledem k vysoké hostitelské specifité¢ fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma
prunorum', a jeji vazbé na rod Prunus, patii mezi nejcastéjsi prirozené hostitele merurika
obecnd (Prunus armeniaca L.), slivon $vestka (Prunus domestica L.), broskvon obecna

(Prunus persica L.), slivon japonska (Prunus salicina L.), trnka obecna (Prunus spinosa L.).



Nejcitlivéji reaguji na onemocnéni ESFY stromy merunék, broskvoni a slivoni japonskych,
naopak vysokou toleranci k onemocnéni ESFY vykazuje slivon Svestka.

Typické priznaky infekce jsou svinutka, zloutnuti anebo Cervenani listl, pfipadné
jejich predcasny opad, plody byvaji mensi, dozravaji pfedcasné, opadavaji €i zasychaji. Tyto
typické priznaky se projevuji na jednotlivych listech, vétvich 1 celych stromech. Dochazi
také k proliferaci vétvi, jejich zasychani nebo metlovitosti vyhont. Infikovany strom je také
ve vétsiné piipadd mensiho vzristu (Marcone et al., 2010; Cieslinska, 2011; Necas

etal., 2015).

Obrazek 1: Pfiznaky onemocnéni ESFY. svinutka listi, na meruiice (D. Safafova).

'Candidatus Phytoplasma prunorum' se v soucasnosti vyskytuje ve vét§iné zemi jizni
a stfedni Evropy, a to v Albanii (Myrta et al., 2003), Bélorusku (Valasevich et al., 2016),
Belgii (Olivier et al., 2004), Bosné¢ a Hercegovingé (Delic et al., 2005), Bulharsku
(Topchiiska er al., 2000), Ceské republice (Navratil er al., 1998), Némecku, Madarsku
(Lorenz et al., 1994), Recku, Svycarsku (Seemiiller et al., 1995), Polsku (Ciesliniska, 2011),



Rumunsku (Ploaie et al., 1980), Srbsku (Myrta et al., 2006), Slovinsku (Mehle et al., 2011),
Spanélsku (Llacer et al., 1986), Velké Britanii (Davies et al., 2000), Rakousku, Chorvatsku,
na Slovensku, a Ukrajiné (Steffeck er al., 2012). Vyskyt byl dale také zaznamenan v Turecku
(Ulubas Serce et al., 2006), Azerbajdzanu (Balakishiyeva eral., 2010), Tunisu
(Khalifa ez al., 2011), Egypté (Steffeck et al., 2012) a Iranu (Hashemi-Tameh ez al., 2014).

3.5 Mera trnkova (Cacopsylla pruni)

Mera trnkova [Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763)] je striktné oligofagni druh vazany
na stromy rodu Prunus spp. Jeji zivotni cyklus obvykle zahrnuje stadium vajicka,
pét larvalnich instart a poté nasleduje stadium dospélosti, viz obrazek 2 (Hodkinson, 2009).
Dospéli jedinci nové generace pobyvaji a zivi se na svych hostitelskych stromech
az do zacatku Cervence a poté se presunuji do zimovist (Carraro et al., 2004). Koncem zimy
nebo brzy na jare, zalezi na klimatickych podminkach a geografickych oblastech, dospéli
jedinci migruji ze zimovist zpét na hostitelské rostliny rodu Prunus spp. (Bertaccini
et al., 2019a). Vyskytuje se v mnoha evropskych zemich, jako je Italie (Carraro et al., 1998),
Francie (Yvon et al., 2004), Span&lsko (Lavifia er al, 2004), Ceska republika
(Fialova et al., 2004), Svycarsko (Ramel er Gugerli, 2004), Némecko (Jarausch e al., 2007),
Bosna a Hercegovina (Deli¢ et al., 2008), Turecko (Ulubas Serce et al., 2011), Rakousko
(Lethmayer et al., 2011) a Bulharsko (Etropolska et al.,2016). Do roku 2013 byla
povazovana za jeden druh a hlavniho vektora, ale pomoci genetické analyzy vnitfniho
transkribovaného mezerniku (ITS2) bylo zjisténo, ze populace mer lze rozlisit na dvé
subpopulace. NejspiSe se jedna o dva kryptické druhy, prozatim oznaCované jako
C. pruni A a C. pruni B, které maji podobnou biologii i morfologii. Tyto dva kryptické druhy
se prekryvaji v oblasti kolem Stfedozemniho mofte a tamni pozorovani naznacuji, Ze oba jsou
potencialnimi  vektory 'Candidatus Phytoplasma prunorum' (Peccoud et al., 2013;

Bertaccini et al., 2019a).
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overwintered
*y, adults

Obrazek 2: Zivotni stadia mery trnkové (Cacopsylla pruni) (Bertaccini et al., 2019a).
Legenda: A: prezimujici dospély jedinec (overwintered adult); B: vajicka (eggs); C—G: larvalni
instary; N1: prvni larvalni instar; N2: druhy larvalni instar; N3: tfeti larvalni instar; N4: ctvrty

larvalni instar; N5: paty larvalni instar; H: imago

Molekularni determinace vektoru mery trnkové

Mery jsou si fenotypove velmi podobné, a proto se §patné identifikuji a ke spravnému
druhovému urCeni jsou zapotiebi specializovani entomologové. Vzhledem k témto

skuteCnostem se rozvijeji pfistupy, které umozni vektory identifikovat pomoci
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molekularnich technik na zakladé analyzy genetické variability konkrétnich genu
¢i konkrétnich genomickych oblasti. Identifikace jedinc mer na zakladé DNA je spolehlivé,
dostupné a efektivni feSeni.

Vhodna pro genetickou analyzu a odliSeni populaci vektorovych druhi je analyza
ribozomalni RNA a analyza vybranych jadernych gent. Oblibenymi pfistupy, které
umoziuji analyzovat variabilitu populace specificky ziskanymi fragmenty DNA, je nahodna
amplifikace polymorfni DNA (RAPD), polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt
(AFLP) a mikrosatelity (SSRs), protoze umoziuji identifikovat jednonukleotidové
polymorfismy.

Zakladnim markerem Siroce vyuzivanym pro identifikaci zivocisnych druhd,
zejména formou DNA barcodingu, je gen kodujici cytochrom oxidazu I (COI). Déle se pro
genetickou analyzu vyuziva ribozomalni RNA (rRNA) a vnitini transkribovany mezernik
16S-23Sr DNA (ITS2). I kdyz mitochondridlni a ribozomalni DNA vétSinou poskytuje
informaci o mezidruhové variabilité vétSinou mezi druhy, urCity polymorfismum muazeme
najiti uvnitf druhd, zvlasté pokud jsou porovnany vzdalené populace (Bertin et Bosco, 2013;
Peccoud et al., 2013; Oettl et Schlink, 2015).

Mitochondrialni gen koédujici podjednotku I cytochrom oxidazy se u hmyzu pouziva
jako zakladni marker pro studium jejich evoluce a vyvoje, protoze obsahuje jen malo gend,
které jsou ale vysoce konzervovang, a predpoklada se, ze mutace v nich probihaji konstantni
rychlosti. Cytochrom oxiddza je enzymaticky membranovy komplex, ktery je slozen
z 8 az 13 podjednotek. Tii nejvétsi podjednotky, a to I, II a III jsou kodovany piimo
v mitochondrialni DNA. Jeji podjednotka I je nejvétsi podjednotkou ze tii jiz zminénych.
Pravé podjednotka cytochrom oxidaza I ma vlastnosti, diky kterym je vhodna jako
molekularni marker pro evolu¢ni studie. Mezi tyto vlastnosti patii zachovana velikost
a struktura napfi¢ vSemi zkoumanymi aerobnimi organismy, a to, zZe obsahuje vysoce
konzervované 1 variabilni oblasti (Lunt et al., 1997).

Analyza ITS2 umoznila vyvinuti rychlého molekularniho diagnostického testu, ktery
umoznuje rychlou identifikaci jedinci Cacopsylla pruni (Peccoud et al., 2013). Bylo
zjisténo, zZe tento druh zahrnuje dvé vysoce geneticky odlisné skupiny (skupina A a B), které
jsou si morfologicky podobné. Na zakladé analyzy sekvencni variability jedinct pivodem
prevazné z Francie, ale i dalsich zemi napt. Ttalie, Spanélska, Némecka a Ceské republiky
byly navrzeny skupinové specifické primery, v kombinaci jeden univerzalni primer
a dva specifické primery. Vysledkem byly velikostné odlisné PCR amplikony, které

umoziuji od sebe tyto dvé skupiny bezpecné odlisit. Vzorky jedinct byly také otestovany
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pomoci 9 specifickych mikrosatelitd, aby byla mozna kontrola vysledki PCR amplikond,
které urcuji vysledné genotypy. Primery byly vybrany tak, aby trojice primert umoziovaly
identifikaci skupin pomoci velikosti amplikonu produkovaného v jediné PCR. Nazvy
primert obsahuji pismena A nebo B k urCeni genotypové skupiny, na kterou cili. Bylo
zjisténo, ze urCené genotypy pomoci PCR odpovidaji genotypum, které byly jiz predtim
urCeny pomoci 9 mikrosateliti. Vysledky ukazuji, ze vnitini transkribovany mezernik
by mél byt vyhodny pro fylogenetickou analyzu nejen v ramci rodd, ale i pro rozliSeni

kryptickych druhii v ramci komplext (Peccoud et al., 2013).
3.6 Interakce hostitelské rostliny a fytoplazmy

Ke kolonizaci floému dochazi ve vsech ¢astech rostliny (Marcone et al., 2010;
Oshima et al., 2013; Bertaccini et al., 2019a). Prestoze néktefi autofi detekovali pfitomnost
fytoplazem v semenech, obecné se predpoklada, ze pienos fytoplazem semeny neni mozny
(Nipah et al., 2007; Necas et al., 2008; Necas et al., 2015). Fytoplazmy odlisné kolonizuji
rostliny v zavislosti na typu patogenu, vlastnostech hostitele a jeho specifickych reakcich
(Marcone et al., 2010). V zavislosti na téchto faktorech intenzita symptomu indukovanych
u napadenych rostlin velmi kolisa; druhy a kultivary mohou byt k infekci fytoplazmami silné
vnimavé, sttedné vnimavé, mirné vnimavé, tolerantni nebo rezistentni (Lee et al., 2000).
'Candidatus Phytoplasma prunorum' muZze pretrvavat v nadzemnich ¢astech infikovanych
stromi béhem vegetac¢niho klidu, vétsinou vsSak patogen pretrvava v kofenech, kde jsou
po cely rok pfitomny neporusené sitkovice. Z kofent nasledné na jafe dochazi k rekolonizaci
nadzemnich ¢asti rostlin, kdyz se utvofi novy floém. Systemicka kolonizace nemocnych
stroml probiha od bfezna do pozdniho podzimu (Marcone et al., 2010). Zmény na Grovni
bunék souvisi s mnozenim fytoplazem a tykaji se predev§im bunécné stény, kdy dochazi
k jejimu ztloustnuti, okluzi plazmodezmat kaldzou ¢i k oddé€leni plazmalemy. Toto vede
k ptedCasnému ucpani kaldzou a naslednému selhani sitkovic (Favali ef al., 2004). Jakmile
dochazi k selhavani sitkovic v blizkosti kambia, zacina toto hyperaktivni pletivo produkovat
tzv. nahradni nové elementy floému, avSak i zde muze dochazet k nekroze sitkovic

(Lepka et al., 1999; Maust et al., 2003).

3.7 Interakce vektoru a fytoplazmy

Typicky pfenos fytoplazem obvykle sestava ze tii fazi. Prvni fazi je doba akvizi¢niho

sani, kdy jsou bunky fytoplazem nasavany ze sitkovic floému vektorem a dochézi
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k infikovani hostitele. Nasleduje obdobi latence, které je nezbytné pro namnozeni
fytoplazmy a jeji cirkulaci uvnitf téla vektora, v€etné slinnych zlaz. Posledni fazi je obdobi
inokulace, kdy dochazi k inokulaci zdravé, hostitelské rostliny pomoci infekéniho hmyzu,
ktery nasava rostlinnou Stavu ze sitkovic floému, viz obrazek 3 (Alma et al., 2015). Doba
trvani jednotlivych fazi je pro kazdy druh specificka, avsak ve vét§iné€ pfipada trva prvni
faze nékolik dni, poté nasleduje nékolika tydenni obdobi latence, a nakonec kratké obdobi

inokulace rostlin (Bertaccini et al., 2019a).

3.7.1 Obdobi akvizi¢niho sani

K akvizicnimu nasati fytoplazmy dochéazi ve stadiu nymf (Alma er al., 2015).
Vzhledem k tomu, Ze u mery trnkové nedochéazi k transovarialnimu pienosu, k infekci
vektora dochazi de novo. Jelikoz nymfy vektorti ziji pfisedle a zrostliny na rostlinu
se premist'uji pouze chtzi ¢i skakanim, musi se lihnout jiz na infikovanych rostlinach, aby
doslo k usp&$nému akviziénimu nasati fytoplazmy. U&innost vektorového pienosu
u zastupcu Celedi kiiskovitych je zesilena tim, Ze zluté infekéni listy infikovanych rostlin
jsou pro n¢ atraktivnéjs$i nez zdravé zelené listy. Akvizi¢ni sani mize mit také riznou
ucinnost v zavislosti na fazi instaru. Napfiklad u fytoplazmy stolburu ('Candidatus
Phytoplasma solani') jsou nymfy schopny ziskat fytoplazmu az od tfetiho instaru. Toto
zjisténi by mohlo byt dilezitym aspektem pfi feSeni strategii ochrany pied skadci (Bertaccini

et al., 2019a).

3.7.2 Obdobi latence

Délka obdobi latence zavisi na rychlosti mnozeni fytoplazem v téle vektora.
Pohybuje se v rozmezi nékolika dni az nékolika mésicti, navic béhem obdobi latence vétsina
nymf dospéje do stadia dospelce (Munyaneza et al., 2013; Bertaccini et al., 2019a). Béhem
obdobi latence dochazi k cirkulaci a mnozeni fytoplazmy v téle hmyzu. Fytoplazma nejprve
pronikne do epitelialnich bunék dutiny ustni, poté vstupuje do télni dutiny, cirkuluje
v hemolymf€ a pomnozuje se. Aby se hmyz stal infekénim, musi fytoplazma proniknout
az do bun¢k slinnych zlaz, kde dochazi k dal§imu pomnozovani. Odtud se pak béhem sani
dostava do nového hostitele. Pokud fytoplazma pronikne do hemolymfy, ale neni schopna
kolonizovat buiky, hmyz se stane konecnym hostitelem, ale neni infekéni (Marcone
et al., 2010; Bertaccini et al., 2019a). Mezi faktory, které mohou ovlivnit délku obdobi

latence, patii klimatické zmény. Tyto zmény mohou pozitivné ¢i negativné ovlivnit nejen
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patogen, ale také rostlinného a hmyziho hostitele. Vlivem zmén muaze dojit k riznym
reakcim. ZvySujici teplota mize omezovat zivotni cyklus patogena, naopak narastajici
koncentrace atmosférického oxidu uhli¢itétho muze patogenu poskytnout piiznivéjsi
podminky (Galetto et al., 2011). Nasledkem bude kratsi ¢i del§i obdobi latence v zavislosti
na roénim obdobi. PrenaSeCi s dlouhou latentni fazi prenaseji fytoplazmu prevazné
po prezimovani pii zpé€tné migraci do sadu, kdezto prenaseci s kratkou latentni fazi mohou

prenaSet fytoplazmu jiz pred migraci, a 1 po pfezimovani (Bertaccini et al., 2019a).

3.7.3 Obdobi inokulace

Vzhledem k tomu, Ze nymfy nejsou schopny létat, nemtze dojit k jejich presunu
z infikované rostliny na zdravou rostlinu. Inokulace zdravych rostlin probiha za pomoci
dospélych jedinci a muze k ni dojit v riznych obdobich sezény v zavislosti na biologii
vektort a jejich infekénim stavu (Bertaccini et al., 2019a).

Po inokulaci zdravé rostliny dochazi k pomnozeni fytoplazmy v sitkovicich floému
a rostlina se stava infek¢éni. Nasledné mize dojit opét k prvni fazi prenosu fytoplazmy,

a to k akviziénimu sani fytoplazmy vektorem pomoci nasati rostlinné stavy.

Salivary gland

Acquisition feeding

Diseased plant Infected leafhopper
—— Latency period

Multiplication
Multiplication

Healthy plant

Infectious leafhopper

Inoculation feeding  Phloem cell

Obrazek 3: Zivotni cyklus fytoplazem (Bertaccini ez al., 2019a).
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3.8 Ekonomicky vyznam ESFY a jeho kontrola

Problém castého a hromadného odumirani merunék nepatfi k novym a tento jev
narusta v dasledku zmén klimatu (Necas et al., 2015). Evropska zloutenka peckovin vede
k velkym ekonomickym Skoddm u dfevin rodu Prunus v celé Evropé (Cieslinska, 2011).
V Ceské republice jsou piipady evropské Zloutenky peckovin hlaeny jiz vice nez 20 let,
avSak vysoké procento infikovanych stromi je bezpiiznakové (Navratil et al., 2008; Necas
et al., 2015). K nejvétsim ekonomickych ztratdm dochazi v sadech merunék a slivoni
japonskych, kde mira infekce sadi muze byt az 50 % a po vysadbé se tyto sady stavaji
neproduktivnimi jiz po osmi az deseti letech (Marcone et al., 2010).

Zasadni vyznam pro omezeni §ifeni fytoplazmoz jsou preventivni a fytosanitarni
opatfeni, jako je napfiklad pouzivani a mnozeni certifikovanych materiali, kontrola vyskytu
zdroju infekce a jejich prfipadna likvidace, kontrola vektord a regulace jejich vyskytu
(sledovani naletd prezimujicich jedinci a stanoveni podilu infikovanych jedinct).
Dostatecna kontrola vektord vSak neni Casto mozna, protoze pienaSeCi nejsou v mnoha
pfipadech znami a insekticidy nelze vzdy bezpecné bez ohrozeni kvality plodd aplikovat.
Nejveétsi riziko tykajici se inokulace zdravych rostlin infekénimi vektory se objevuji na konci
léta a zaCatku podzimu. Pred sklizni totiz bud’ nedochdazi k postfiku rostlin insekticidy, nebo
jsou naneseny jen v malém mnozstvi, aby nedoslo k ohrozeni kvality plodu. Problémem
muze byt také odolnost hmyzu vici insekticidim. Mezi pouzivané insekticidni prostiedky
uzivajici se predevS§im pfi jarnich naletech pfezimujicich generaci, patfi napt. Mospilan
20 SP, Sulka, Calypso 480 SC nebo Cascade 5 EC. Mezi ekologictéjsi ptipravek rock effect.
Prenosu a Sifeni fytoplazem je tedy velmi obtizné zabranit a fytoplazmami jiz infikované

stromy nelze vylécit (Kocourek et al., 2013; Bertaccini et al., 2019a).
3.9 Metody detekce a identifikace fytoplazem

Ptima detekce fytoplazem pod svételnym mikroskopem je obtizna, k jejich lokalizaci
a identifikaci je potfeba barevné odliSeni od ostatnich struktur. Nejjednodussi
mikroskopickou metodou je fluorescencni mikroskopie. Jednotlivé preparaty se obarvi
pomoci DNA fluorochromu DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol), ktery se vaze v oblastech
DNA bohatych na AT. Vyhodou této metody je rychlost, jednoducha pfiprava a relativné
nizké naklady. Nevyhodou této metody je skuteCnost, ze muzeme detekovat pfitomnost
fytoplazem v infikovanych rostlindch svysokou koncentraci patogenu a nedokazeme

je identifikovat (Seemiiller, 1976; Nejat et Vadamalai, 2013).
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Dals$i metodou pouzivanou pro detekci fytoplazem je skenovaci (SEM) a transmisni
(TEM) elektronova mikroskopie. V jednotlivych snimcich z elektronového mikroskopu
muzeme lokalizovat fytoplazmy v pletivech, urcit jejich tvar a velikost, avsak je obtizné
odlisit fytoplazmy od jinych mikroorganismt nebo bunécnych struktur, které mohou mit
podobny tvar a strukturu. Elektronovy mikroskop muzeme pouzit i k detekci jediné
fytoplazmy, av§ak nerovnomérna distribuce fytoplazem a jejich nizké koncentrace v rostling
snizuji Sanci jejich nalezu. Na zakladé morfologickych informaci ale opét nelze urcit, o jaky
druh fytoplazmy se jedna (Devonshire, 2012; Nejat et Vadamalai, 2013; Lebsky
et Poghosyan, 2014). Techniky elektronové mikroskopie jsou vSak Casove narocné, vyzaduji
kvalifikovany personal a financni néklady na jejich provedeni jsou vysoké
(Sinclair et al., 1992).

Mezi sérologické metody uzivajici se pro detekci fytoplazem, patii ELISA test
(enzyme-linked immunosorbent assay) a jeho modifikace. Tato metoda je zalozena
na specifické interakci antigenu a protilatky. Antigen nebo protilatka je zakotvena na pevny
nosicC. Poté dochazi k pfidani vzorku a vzniku vazby mezi antigenem a protilatkou. Na jednu
z téchto slozek je nasledné navazana sekundarni protilatka znacena enzymem. Poté je piidan
substrat a enzym katalyzuje pfeménu tohoto substratu na vysledny barevny produkt.
Koncentrace produktu je pfimo imérna koncentraci antigenu nebo protilatky ve zkoumaném
vzorku a stanovuje se spektrofotometricky. Nasledné jsou piipravovany monoklonalni
a polyklonalni protilatky (Davis et al., 1992; Loi et al., 2002; Bertaccini et al., 2019b). Pro
diagnostické ucely se pouzivaji protilatky specificky pfipravené proti konkrétni fytoplazme,
ktera musi byt pfitomna v rostliné ve vysoké koncentraci. Vyuzivané jsou napiiklad
protilatky proti fytoplazmé stolburu €i proliferaci jablon€ nebo proti exotické fytoplazmé
'Candidatus Phytoplasma palmae' (Zreik et al., 2001; Brzin et al., 2003; Sasikala
etal., 2011).

Mezi molekularni metody, které se vyuzivaji pro detekci a identifikaci fytoplazem,
patii DNA hybridizace, PCR, RFLP a sekvenovani.

Nejpouzivangjsim nastrojem k detekci a identifikaci fytoplazem je v soucasnosti
PCR. Testy zalozené na PCR amplifikaci byly vyvinuty na zacatku 90. let 20. stoleti jako
dalsi pokrocila technika vhodna pro diagnostiku fytoplazmovych onemocnéni (Deli¢, 2012).
Pro detekci a identifikaci fytoplazem byly navrzeny univerzalni nebo skupinové specifické
primery, které byly zalozeny na vysoce konzervovanych sekvencich genu 16S rRNA nebo
na zakladé sekvenci vnitfni oblasti mezerniku 16S—23Sr DNA ¢i konzervovanych sekvenci

genu pro ribozomalni proteiny a elongacniho faktoru tuf (Lee et al., 2000).
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PCR amplifikace je velmi citlivd metoda, avSak pro diagnostické ucely zejména
u rostlin, kde se fytoplazmy vyskytuji v nizkém titru je nezbytné citlivost jesté zvysit, proto
je vyuzivana tzv. nested-PCR, kterd zvySuje senzitivitu i specifitu reakce (Deli¢, 2012).

Pii PCR muze dojit k nespecifické amplifikaci, kdy vysledné produkty neodpovidaji
ocekavané velikosti nebo vznika vice nespecifickych produkta (Navratil et al., 2005; 2007).
Nevyhodou dvoukrokové (nested) PCR je vétsi pravdépodobnost kontaminace a ziskani
falesné pozitivnich vysledkt (Deli¢, 2012). K falesné pozitivnim vysledkiim muze dojit také
diky kontaminaci vzorkli nebo reagencii. Pro odhaleni falesné pozitivnich vysledkt
je potiebné vysledek PCR amplifikace potvrdit sekvenovanim.

RFLP analyza se pouziva pro rozliSeni jiz detekovanych fytoplazem do skupin
a podskupin. Amplifikované fragmenty fytoplazmové DNA jsou S$tépeny 17 riznymi
restrikénimi enzymy na specifickych mistech (Lee ef al., 1998; Deli¢, 2012).

Rozvoj metody real-time PCR pfinesl nové moznosti pro detekci fytoplazem. Tato
metoda zvysila citlivost a rychlost detekce a zaroven se oproti nested-PCR snizilo riziko
kontaminace. Kromé detekce umoziuje real-time PCR 1 kvantifikovat pocet kopii

fytoplazmové DNA ve vzorku (Martini et al., 2007; Kiss et al., 2019).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

V ramci experimentalni Casti bakalarské prace bylo otestovano celkem 49 vzorkt
mery trnkové [Cacopsylla pruni (Scopoli, 1763)], vektora fytoplazmy 'Candidatus
Phytoplasma prunorum'. Mery byly odchyceny na Sesti lokalitdch na jizni Morave, detailni
informace o lokalit€ a odchytu jsou shrnuty v tabulce 1. Odchyceny hmyz byl po identifikaci
roztiidén a DNA jedinct Cacopsylla pruni byla izolovana a uskladnéna v 96% ethanolu

pti teploté —20 °C.

Tabulka 1: Zakladni informace o odchytech jedinct druhu Cacopsylla pruni.

Lokalita Oznaceni vzorku/jedincu Datum odchytu
Olsany 351/9 11.1.2012
Olsany 352/5; 353/5,6,7,9 11.1.2012
Olsany 354/2 24.12. 2011

Drahany 130/1,2,3 16. 4. 2018

Kale¢nik 141/1-10 27.9.2008
Lednice 81/39-46,48 18. 4. 2006
Valtice 21/1-10 7.4.2004

Velké Bilovice 24/1-10 7.4.2004

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

o Agardza (Amresco, kat. ¢. 0710-500G)

o Deionizovana voda

o DNA Gel Loading Dye (6x) (Thermo Scientific™, kat. ¢. R0611)

o Ethidium bromide (Biotium, kat. ¢. 40042)

o GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, kat. ¢. 41002)

o GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0243)

o GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0323)
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o Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide), 100 mg (Invitrogen, kat. ¢. H1398)
o MyFi™ mix (Bioline, kat. ¢. MFX-919209B)

o MyTaq™ Red DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-37112)

o MyTaq™ Red Reaction Buffer 5x (Bioline, kat. ¢. BIO-21106)

o UltraPure™ Calf Thymus DNA Solution (Invitrogen, kat. ¢. 15-633-019)

Pouzité soupravy

o BigDye™ Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
kat. €. 4336697)

o FastGene Gel/PCR Extraction Kit (Geneflow, kat. ¢. FG-91302)

o NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, kat. ¢. 740609.50)

Pouzité roztoky a jejich priprava

o 0,1% bromfenolova modf v 30% glycerinu

o 50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): Za stalého michani rozpustit 242 g Tris base
v 800 ml dH20, poté piidat 100 ml 0,5M EDTA (pH 8) a 57,1 ml ledové kyseliny
octové, doplnit do 1000 ml.

4.3 Pouzité pristroje a zarizeni

o Centrifuga Prism™ mini (Labnet)

o Centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)

o Dokumentacni syst¢ém G:BOX (Syngene)

o Elektroforeticka komora HU10 mini (Scie-Plas)
o Fluorimetr DyNa Quant 200 (Hoefer)

o Laminarni box PV-100 (Telstar)

o Minicentrifuga C1316 (Greg)

o Mixing Block MB-102 (Bioer)

o Thermocycler T personal (Biometra)

o Thermocycler TI00™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
o UV-transluminator UVT-14 L (Herolab)

o Vahy EK 200G (A&D Engineering)

o Vortex MS1 Minishaker (IKA)
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o Zdroj stejnosmerného napéti Power Station 300 (Labnet)

4.4 Pouzité metody
4.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)
Amplifikace fragmentu COI-II genu

Amplifikace dlouhého fragmentu mitochondridlniho genu 16S rRNA v oblasti
pro cytochrom oxidazu I a II byla provedena pomoci MyTaq™ DNA polymerazy s uzitim
primerd UEA9, UEA9mod a C2-N-3389 nebo MyFi™ Mix s uzitim primertt C2-N-3389
a C1-1709 (viz obrazek 4), sekvence téchto primert a velikosti o¢ekavanych produktt jsou

uvedeny v tabulce 2.

UEA9
C1-J1709 UEA 9 mod
> >»
Cox1 Leu Cox2 Lys | Asp
<
C2-N-3389

Obrazek 4: Oblast nasedani primeri UEA9, UEA9mod, C2-N-3389 a CI1-J1709 (podle
Simon et al., 2006; Gibson et al., 2011).

PCR reakéni smes pii pouziti MyFi™ Mix byla ptipravena dle daného rozpisu,
viz tabulka 3, a rozpipetovana do 200ul mikrozkumavek po 24 pl. Do kazdé reakce byl
pridan 1 ul DNA. PCR reak¢ni smés pii pouziti MyTaq™ DNA polymerazy byla ptipravena
dle rozpisu, viz tabulka 4, a rozpipetovana do 200ul mikrozkumavek po 23 pl. Do kazdé
reakce byly pfidany 2 ul DNA. Reagencie byly po celou dobu manipulace uchovavany
naledu. Smés byla promichdna a mikrozkumavky vlozeny do prednastaveného
termocykleru, ve kterém probéhla reakce za podminek uvedenych v tabulce 5. Vysledné

PCR produkty byly uchovany pii —20 °C.
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Tabulka 2: Seznam pouzitych primera.

Velikost
N.azev Sekvence 53" PCR Reference
primeru produktu
[bp]
(C2-N-3389 TCATAAGTTCARTATCATTG Simon et al., 1994
1800
C1-J1709 AATTGGWGGWTTYGGAAAYTG Simon et al., 2006
(C2-N-3389 TCATAAGTTCARTATCATTG Simon et al., 1994
667-677
UEA9 GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA Lunt et al., 1996

(C2-N-3389 TCATAAGTTCARTATCATTG Simon et al., 1994

667-677 :

UEA9mod GTAAATTTAACATTTTTTCCYCAACA Bernas;(;’(;g etal,
Tabulka 3: Slozeni PCR reak¢ni smési pii pouziti MyFi™ Mix.
. Koncentt:ace Konecna Pipetuj
Polozka pracovniho
koncentrace 1 test [pl]
roztoku

pufr 2x Ix 12,5

voda 10,9

primer 1% 20 pmol - ul*! 0,25 pmol - pl™! 0,3

primer 2%% 20 pmol - pl™! 0,25 pmol - pl™! 0,3

celkem 24

objem reakce 25

*primer 1: C2-N-3389
**primer 2: C1-J-1709
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Tabulka 4: Slozeni PCR reak¢ni smési pii pouziti MyTaq™ Red DNA polymerazy.

Koncentrace e . .
v , Konecna Pipetuj
Polozka pracovniho
koncentrace 1 test [pl]
roztoku
pufr 5x Ix 5
voda 16,8
primer 1% 20 pmol - pl! 0,4 pmol - pl! 0,5
primer 2%% 20 pmol - pl! 0,4 pmol - pl! 0,5
MyTaqDNA 50t 1 U-reakce™ 0
polymeraza ’
celkem 23
objem reakce 25
*primer C2-N-3389
**primer UEA9/UEA9mod
Tabulka 5: Podminky PCR amplifikace.
Primery Faze Teplota [°C] Cas [min]  Pocet cyklu
pocatecni 95 3 |
denaturace
(C2-N-3389 denaturace 95 1
C1-J1709 nasedani primeru 43 1 40
elongace 72 1
konecna elongace 72 5 1
pocatecni 95 3 1
denaturace
C2-N-3389 denaturace 95 1
UEA9 nasedani primeru 45 1 40
elongace 72 1
konecna elongace 72 5 1
pocatecni 95 3 |
denaturace
C2-N-3389 denaturace 95 1
UEA9mod nasedani primeru 50 1 40
elongace 72 1
konecna elongace 72 5 1
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Genotypizace mer

Genotypizace jedinci mery trnkové byla provedena podle Peccoud et al. (2013)
na zakladé analyzy wvnitiniho transkribovaného mezerniku (ITS2) jaderného genu
pro ribozomalni RNA, s pouzitim tfi trojic primerd, z nichz jeden byl univerzalni
a dva genotypove specifické. Prvni set primert se skladal z univerzalniho primeru Cp480R
a specifickych primertt CpA300F a CpB120F; druhy set z univerzalniho primeru Cp480R
a specifickych primerd CpASOF a CpB350F; a tfeti set z univerzalniho primeru Cp135F
a specifickych primerd CpA425R a CpB315R. Sekvence uzitych primerd a velikosti

o¢ekavanych produkti jsou uvedeny v tabulce 6.

Pro jednotlivé genotypizacni reakce byla pifipravena PCR reakcni smés (slozeni
viz tabulka 7), kterd byla nasledné rozpipetovana do 200ul mikrozkumavek po 24 ul.
Do kazdé reakce byl pridan 1 pl DNA vzorku. Reagencie byly po celou dobu manipulace
uchovavany na ledu. Mikrozkumavky s vyslednymi roztoky o objemu 25 pl byly vlozeny
do termocykleru, ve kterém probéhla reakce za podminek uvedenych v tabulce 8. Vysledné

PCR produkty byly uchovany pii —20 °C.

Tabulka 6: Seznam primert pouzitych pro genotypizaci mery trnkové.

Velikost PCR
N.azev Sekvence 5°-3° pro‘duktu [bp] Reference
primeru skupina skupina
A B

Cp480R TACATCCGAGGGTCGGTATC
CpA300F GGCCAGTAGTTAAACCGGACT 377 172
CpB120F TCCACGGGGTCCGCGATA

Cp480R TACATCCGAGGGTCGGTATC Peccoud ef al
CpB350F TTGTGTCTGTGTTTCGAGAGC 421 151 2013 s
CpASOF AATCCAAACCCCGCGATG

Cp135F ATACGCGCTCGATCTGACAT
CpA425R TCGACTCTCTCGCCTCTCTT 293 177
CpB315R TTAACCGCTGGGGCTAGG
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Tabulka 7: Slozeni PCR reakéni smési.

Koncentrace e . .
Polozka pracovniho Konetna Pipetu]
koncentrace 1 test [pl]
roztoku
pufr 5x Ix 5
voda 17,3
primer 1* 20 pmol - pl™! 0,4 pmol - ul™! 0,5
primer 2% 20 pmol - pl™! 0,4 pmol - ul™! 0,5
primer 3% 20 pmol - pl™! 0,4 pmol - ul™! 0,5
MyTaq DNA 0.2
polymeraza ’
celkem 24
objem reakce 25
*primer Cp480R/Cp135F
**primer CpA300F/CpB350F/CpA425R
***primer CpB120F/CpASOF/CpB315R
Tabulka 8: Podminky PCR amplifikace.
Faze Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
pocatecni denaturace 94 2 min 1
denaturace 94 30s
nasedani primera 56 30s 40
elongace 72 30s
konecna elongace 72 5 min 1

4.4.2 Elektroforeticka separace

Elektroforeticka separace COI-tRNA"-COII amplikon®i byla provedena v 1%
agarézovém gelu. Zasobni roztok 1% agar6zového gelu byl pfipraven rozpusténim
3 gagardzy v 300 ml 1x TAE pufru a naslednym zahtatim v mikrovinné troubé. Zasobni
roztok byl uchovan v chladnicce pii +4 °C. Zahtatim v mikrovinné troubg byl zasobni roztok
rozpustén a poté bylo odebrano 50 ml a pfidano 2,5 pl barviva GelRed Nucleic Acid Stain.
Smeés byla dukladné promichana a nalita do elektroforetické vanicky s vlozenymi hiebinky.
Po zatuhnuti byl gel pfevrstven 1x TAE pufrem a hiebinky byly vyjmuty. Do prvni jamky
bylo napipetovano 1,5 pul standardu molekulové vahy GeneRuler™ 100 bp Plus DNA
Ladder. Bylo smichano 5 pl PCR produktu s 2 ul 6X DNA Gel Loading Dye a smés byla
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poté napipetovana do dalSich jednotlivych jamek. Separace amplikoni probihala pfi
80 V po dobu minimalné 45 min. Po dokonceni separace amplikon(i byl gel vyhodnocen

pomoci UV-transluminatoru a dokumentacniho systému G:BOX - Syngene.

Elektroforeticka separace amplikoni urCenych ke genotypizaci jedinci byla
provedena ve 2% agardézovém gelu. Zasobni roztok 2% agar6zového gelu byl piipraven
rozpusténim 6 g agardzy v 300 ml 1x TAE pufru a naslednym zahtatim v mikrovlnné troubé.
Zasobni roztok byl uchovan v chladnicce pii 4 °C. Ptiprava vlastniho agarézového gelu

a vyhodnoceni velikosti amplikont probéhlo obdobné jako v predchozim pfipade.
4.4.3 Purifikace PCR produktu
Izolace PCR produkta z gelu pomoci FastGene Gel/PCR Extraction kitu (Geneflow)

Pro izolaci specifickych produkti (jejich oddéleni od nespecifickych) nebo
produktt o nizké koncentraci byl pouzit FastGene Gel/PCR extraction Kkit.
75 ml 1% agarézového TAE gelu bylo promichano s 5 ul ethidium bromidu (10 pg - ml')
a nasledné nalito do elektroforetické vanicky s hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel prevrstven
I1x TAE pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovano 1,5 pl standardu molekulové vahy
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, do dalSich jamek byl napipetovan veSkery PCR produkt
smichany s 5 ul 0,1% bromfenolové modii v glycerinu. Elektroforeticka separace probihala

15 minut pfi 80 V a nasledné dalSich 30 minut pii 90 V.

Gel byl umistén na UV-transluminator ur€eny k vyfezavani z gelu a kazdy PCR
produkt byl za pomoci sterilniho skalpelu vyfiznut a umistén do predem zvazené
1,5ml mikrozkumavky. Vyfiznuty gel byl smichan s 500 ul GP1 pufru a jemné promichéan.
Mikrozkumavky byly inkubovany po dobu 10 min pii 55 °C v dry-bloku, s priabéznym
pomichavanim co 2—3 min, dokud nebyl gel kompletné rozpustén. 800 ul smési bylo
napipetovano do kolonky a centrifugovano pti 13 000 rpm po dobu 30 s, filtrat byl nasledné
odstranén. Pokud bylo rozpusténé smési vice nez 800 ul tento krok byl zopakovan. Nasledné
bylo do kolonky ptidano 600 ul GP2 pufru a centrifugovano pii 13 000 rpm, 30 s, filtrat byl
odstranén. Poté byla kolona centrifugovana 2 min pfi 13 000 rpm a nasledné umisténa
do nové 1,5ml mikrozkumavky. DNA byla eluovana napipetovanim 30 pl dH>O na stfed

kolonky. Kolonka byla inkubovéana 2 min pfi pokojové teploté a poté byla centrifugovana
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2 min pii 13 000 rpm. Koncentrace DNA byla stanovena pomoci fluorimetru a nasledné byla

DNA uchovavana pii —20 °C.
Purifikace PCR produktu pomoci NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu

Pro izolaci silnych, jedine¢nych, PCR produktd byl pouzit NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel). Ke 23 ul PCR produktu bylo pfipipetovano
77 wl destilované vody. NTI pufr byl nafedén v poméru 1:6 (NTI:H20). Bylo smichano
100 pl PCR produktu a 200 pl NTT pufru a celkovy objem byl napipetovan na povrch kolony
umisténé v 2ml jimaci mikrozkumavce. Kolona se vzorkem byla zcentrifugovana pfi
11 000 rpm 1 min. A filtrat byl poté odstranén. Do kolony bylo pfidano 600 ul NT3 pufru
a kolona byla centrifugovana 1 min pii 11 000 rpm. Filtrat byl odstranén. Tento krok byl
opakovan jesté jednou. Nasledné byla kolona centrifugovana 2 min pfi 11 000 rpm a poté
umisténa do nové 1,5ml mikrozkumavky. DNA byla eluovana napipetovanim
25 ul dH>0 na stred kolonky. Kolonka byla inkubovana 1 min pii pokojové teploté a poté
byla centrifugovana 1 min pfi 11 000 rpm. Koncentrace DNA byla stanovena pomoci

fluorimetru a nasledné byla DNA uchovavana pii —20 °C.

4.4.4 Sekvenacni znaceni

Sekvenacni znaCeni bylo provedeno u 40 vzorki, izolovanych C1-J1709/C2-N-
3389 amplikontl, pomoci BigDye™ Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kitu. Vyizolované
PCR produkty byly pro sekvenaéni znaeni natfedény tak, aby 6 pl roztoku obsahovalo
50 ng DNA.

PCR reaké¢ni smés byla ptipravena smichanim 1 pl BigDye™ pufru, 1 pul BigDye™
Ready Reaction Mix, 2 ul primeru (1,6 pmol - pl'') a 6 pl nafedéného vzorku DNA.
Fragmenty byly sekvenovany oboustranné s pouzitim krajnich primerad C1-J1709, C2-N-
3389 a wvnitfniho nov€ navrzeného primeru CPr1055COlr, viz tabulka 9. Reagencie byly
po celou dobu manipulace uchovavany na ledu. Reak¢ni smés byla promichana
a mikrozkumavky vlozeny do pfednastaveného termocykleru, ve kterém probéhla reakce
za podminek uvedenych v tabulce 10. Vzorky byly poté analyzovany pomoci genetického
analyzatoru ABI PRISM 3730 na pracovisti sekvena&niho centra Ustavu experimentalni

botaniky AV CR, CR-Han4, Olomouc.
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Tabulka 9: Seznam primera pouzitych pro sekvena¢ni znaceni.

. . . e Velikost PCR
Nazev primeru Sekvence 53 produktu [bp] Reference
C2-N-3389 TCATAAGTTCARTATCATTG Simon et al.,
1800 1994
C1-J1709 AATTGGWGGWTTYGGARAYTG Slmgg Oe6t al.,
CPr1055COIr TCCAAGGAAGTGTTGTGGAA - tato prdce
Tabulka 10: Podminky sekvenacni PCR amplifikace.
Faze Teplota [°C] Cas [min] Pocet cyklu
pocatecni denaturace 95 3 1
denaturace 95 1
nasedani primera 43 1 40
elongace 72 1
konecna elongace 72 5 1

4.4.5 Bioinformaticka analyza

Ziskana sekvencni data byla pouzita pro sestaveni finalniho sekvencniho contigu
pomoci programu MEGA. Nasledné byly tyto sekvence identifikovany a analyzovany
za pouziti programu BLASTn. Srovnanim se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank
byla potvrzena identita sekvenci, vyhledany dalsi podobné sekvence mer a poté byly
sekvence sefazeny pomoci ClustalW v mnohocetny alignment. Variabilita jednotlivych
sekvenci jedinct byla vyhodnocena pomoci metody p-distance. Nasledné byla provedena
fylogeneticka analyza sekvenci pomoci metody Neighbor-Joining a Tamura 3-
parametrického modelu, bootstraping 1000 opakovani. Vysledny fylogeneticky strom byl
sestaven prostfednictvim programu TreeExplorer. Vsechny zminéné analyzy byly

provedeny pomoci programu MEGA 11.0 (Tamura et al., 2021).
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5 VYSLEDKY

Cilem experimentalni Casti bakalafské prace byla molekularné genetickd charakteristika

a genotypizace zastupct druhu mery trnkové (Cacopsylla pruni).

5.1 Amplifikace COI-tRNA"—COII oblasti mitochondrialni DNA

Bylo provedeno ovéfeni primert dostupnych v literatufe vhodnych pro amplifikaci
cilové COI-tRNAM"—COII oblasti mitochondrialni DNA mery tnkové (Cacopsylla pruni)
a optimalizace PCR podminek. U 5 kontrolnich vzorku, oznacenych Cisly izolace 130/1-5,
byly testovany 3 kombinace primert, a byly pouzity dvé odlisné Taq DNA polymerazy.
MyFi™ DNA polymeraza byla pouzita amplifikaci kratSiho fragmentu, pro kombinaci
primert  C2-N-3389/C1-J1709. MyTaq™ Red DNA polymeraza byla pouzita pro
amplifikaci dlouhych fragment, pro kombinaci primerd C2-N-3389/UEA9 a C2-N-
3389/UEA9mod.

Kombinaci MyFi™ DNA polymeraza s primery C2-N-3389/C1-J1709 byly ziskany
o¢ekavané produkty o velikosti cca 1 800 bp, viz obrazek 5. Produkty o ocekavané velikosti
cca 700 bp byly ziskany pii pouziti MyTaq™ Red DNA polymerazy a dvou kombinaci
primera C2-N-3389/UEA9 anebo C2-N-3389/UEA9mod. Pii pouziti reverzniho primeru
UEADO9 byly ziskany siln€jsi produkty v porovnani s UEA9mod (viz obrazek 6). Reverzni
primer UEA9mod pravdépodobné hife naseda na cilovou sekvenci, a proto nebyl
v charakterizaci souboru vybranych mer pouzit.

Bylo otestovano celkem 49 vzorkd mery trnkové (Cacopsylla pruni). Mery byly
odchyceny na Sesti lokalitach na jizni Moravé (Drahany, Kale¢nik, Lednice, Olsany, Valtice
a Velké Bilovice) v letech 2004, 2006, 2008, 2011, 2012 a 2018. Pti amplifikaci genu COI
mitochondrialni DNA byly u vSech testovanych vzorkt ziskany amplikony o ocCekavané
velikosti cca 1 800 bp, viz obrazek 7. Aby byla studovana oblast pokryta co nejvice, byly
pro amplifikaci COI genu mitochondridlni DNA vybrany primery C2-N-3389/C1-J1709
a MyFi™ DNA polymeraza. Ke studiu variability by bylo moZné pouzit i amplikony
o velikosti cca 700 bp, které byly ziskany pii amplifikaci pomoci primeri C2-N-
3389/UEAO9, popiipadé C2-N-3389/UEA9mod a pouziti MyTaq™ Red DNA polymerazy.
Obé tyto kombinace primerd umoziuji amplifikaci COI a jejich cilova oblast se z vétsi ¢asti
prekryva, a tak byl pro studium genetické variability zvolen del§i amplikon ziskany

s primery C2-N-3389/C1-J17009.
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Obrazek 5: Produkty PCR amplifikace COI-tRNAX'—COII oblasti mitochondrialni DNA s pouzitim
primerua C2-N-3389/ C1-J1709 a MyFi™ DNA polymerazy separované v 1% agardézovém gelu.
Legenda: L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; drahy oznaceny piislusnymi €isly izolace vzorku;

B: negativni kontrola.
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Obrazek 6: Produkty PCR amplifikace COI-tRNAX'—COII oblasti mitochondrialni DNA s pouzitim
primera C2-N-3389/UEA9 (A) a C2-N-3389/UEA9mod (B) a MyTaq™ Red DNA polymerazy
separované v 1% agar6zovém gelu.

Legenda: L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; drahy oznaceny piislusnymi €isly izolace vzorku;

B: negativni kontrola.
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Obrazek 7: Produkty PCR amplifikace COI-tRNA™"—~COII oblasti mitochondrialni DNA s pouZitim
primera C2-N-3389/C1-J1709 a MyFi™ DNA polymerazy separované v 1% agar6zovém gelu.
Legenda: L: GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder; drahy oznaceny piislu§nymi &isly izolace vzorku;

B: negativni kontrola.
5.2 Analyza genetické variability COI genu a fylogeneticka analyza

Parcialni sekvence C2-N-3389/C1-J1709 PCR amplikonti COI-tRNAM*-COII
oblasti mitochondrialni DNA 40 jedinct Cacopsylla pruni z $esti lokalit na jizni Moraveé
(Drahany, Kale¢nik, Lednice, OlSany, Valtice a Velké Bilovice) o délce 1582—1604 bp byly
ziskany pomoci Sangerova sekvenovani. Analyzované sekvence testovanych vzorkt byly
pomoci BLASTu porovnany se sekvencemi mer dostupnych v databazi GenBank. Nasledné
bylo pomoci CLUSTALu provedeno mnohocetné pfifazeni. Vzhledem k tomu, ze takto
dlouhé sekvence Cacopsylla pruni nejsou v databazi GenBank vefejné dostupné, byla
sekvence rozdélena na dvé casti a byla nejdfive provedena analyza variability
mitochondrialni DNA na zakladé oblastti COI 9-404 bp sekvence 130/1,
viz obrazek 8 a nasledné byla analyzovana oblast COIl v pozici 989—-1 612 bp stejné

sekvence, viz obrazek 10.
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Pomoci metody p-distance byla vyhodnocena identita ziskanych sekvenci v oblasti
COl, viz obrazek 8. Bylo zjisténo, ze vétsSina sekvenci z analyzovanych jedinci (kromé
jedinct oznacenych jako série 141) vykazovala 99—-100% identitu se sekvenci genu COI
zastupci Cacopsylla pruni, izolaty gt02 a gt03, (Acc. No. KM206191.1, KM206192.1)
ziskanymi z databaze GenBank. Se sekvenci C. pruni izolatu gtO1 (Acc. No. KM206190.1),
ale vykazovaly sekvence identitu vyrazné nizsi a to pouze 83—-84 %.

Ziskané sekvence jedinca série 141, vzorky 141/1, 2, 5, 6, 7, 9, 10 vykazovaly
s ostatnimi Ceskymi testovanymi vzorky 85,3-87% identitu. Porovnanim se sekvencemi
ziskanymi v databazi GenBank bylo zjisténo, ze vykazuji 88-90% identitu se sekvencemi
zastupci Cacopsylla melanoneura ziskanymi z databaze GenBank, Jedinci z lokality
Kalecnik (141/1,2, 5, 6, 7,9, 10) vykazovali identitu 85,3—-87 % také se zastupci Cacopsylla
pruni gt02, gt03 (Acc. No. KM206191.1, KM206192.1) ziskanymi z databaze, s Cacopsylla
pruni gt01 (Acc. No. KM206190.1) z databaze identitu pouze 81,5-82,7 %.
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Obrazek 8: P-distance analyza identity parcialnich sekvenci COI genu u studovanych zastupci rodu

Cacopsylla.

Legenda: Analyzovani jedinci Cacopsylla pruni oznaceni Cislem izolace, sekvence mer ziskané

z GenBank oznaceny pomoci accesion number, a nazvem izolatu. Mira identity je znazoména

pomoci barevné skaly.
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Fylogenetické vztahy byly hodnoceny porovnanim s odpovidajicimi sekvencemi mer
dostupnych v datab4dzi GenBank pomoci Neighbor-Joining analyzy. Bylo zjis§téno,
ze analyzované sekvence se vyvétvily do dvou hlavnich skupin.

VétSina analyzovanych sekvenci jedinci pivodem zlokalit Drahany, Lednice,
Olsany, Valtice a Velké Bilovice se vyvétvila spolecné se sekvencemi patficimi dle
ocekavani do jedné statisticky prukazné skupiny, spolecné se sekvencemi Cacopsylla pruni
ptvodem z Italie, Acc. No. KM206191.1, KM206192.1. Jedinci z lokality Kale¢nik vytvorili
spolecné s jedinci C. melanoneura, sekvence Acc. No. KM206171, KM206172.1, KM
206173.1, druhou pritkazné odlisnou skupinu, viz obrazek 9.

Zajimava je lokalizace sekvence C. pruni gtO1 (Acc. No. KM206190.1), ktera
se vyvétvila mimo vétev C. pruni, v blizkosti C. breviantennata, C. crataegi a C. picta.

Dutvodem by mohla byt chybna identifikace a zarazeni jako C. pruni.
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Obrazek 9: Fylogeneticky strom zastupcu
mer Cacopsylla pruni a dalSich zastupcu
mer a mer vyskytujicich
se v CR zkonstruovany  na  zaklads
Neighbor-Joining  analyzy  parcialni
sekvence COI genu v pozici 9-
404 bp sekvence 130/1 (MEGA 11.0).
Sekvence jsou oznaceny nazvem,
pripadné¢ nazvem izolatu ¢i genotypu
ajejich prislusSnym accession number
z GenBank. Studované sekvence
Cacopsylla  pruni  jsou  oznaceny
pfislusnym cislem izolace a zvyraznény
tucné. Zobrazeny bootstrap hodnoty >70.
Usecka predstavuje 0,05  substituci

na pozici.



Metodou p-distance byla vyhodnocena identita ziskanych sekvenci v oblasti COII,
viz obrazek 10. Bylo zjisténo, ze vétsina sekvenci z analyzovanych jedinct (kromé jedinct
série 141) vykazovala identitu vyssi nez 98 %, tedy v rozmezi 98—100 % se sekvenci genu
COIl zastupch Cacopsylla pruni ziskanymi z databaze GenBank. Sekvence jedinca
oznaCenych jako série 141 vykazuji s ostatnimi analyzovanymi Ceskymi vzorky
i se sekvencemi genu COII Cacopsylla pruni z databaze GenBank identitu pouze 84—

86,5 %.
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Obrazek 10: P-distance analyza identity parcialnich sekvenci COII genu u zastupct rodu Cacopsylla.
Legenda: Analyzovani jedinci Cacopsylla pruni oznaceni Cislem izolace, sekvence mer ziskané
z GenBank oznafeny pomoci accesion number, sekvence jedincu Cacopsylla pruni ziskané
z GenBank jsou oznaceny piislusnym cislem izolatu. Mira identity je znazornéna pomoci barevné

skaly.
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Fylogenetickd analyza oblasti COII, pozice 989-1612, potvrdila predchozi zjisténi,
viz obrazek 11. Analyzované sekvence se vyvétvily do dvou hlavnich skupin. Jedna skupina
analyzovanych sekvenci, spole¢né se sekvencemi Cacopsylla pruni z databaze GenBank
puvodem z Francie (genotypy E060 140, Acc. No. MHS577774.1; E499 15LV, Acc.
No. MH577780.1; ES505 190L4, Acc. No. MH577785.1; E505 5214, Acc.
No. MH577786.1; ES505 53914, Acc. No. MH577787.1; ES505 821L5, Acc.
No. MH577788.1;  E505 975L5, Acc. No. MH577781.1; ES05 170L4, Acc.
No. MH577784.1; ES06 584, Acc. No. MHS577789.1), kromé sekvenci série 141,
se vyvétvila spoleéné, vytvoril se jeden klastr. Obdobné jako v pfedchozi analyze
se sekvence jedincu série 141 vyvétvily v ramci prikazné, samostatné skupiny v blizkosti

C. myrtili.
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5.3 Genotypizace jedinci pomoci vnitiniho transkribovaného mezerniku

(ITS2)

Ke zjisténi druhové specifity a identifikaci pfislusnosti ceskych populaci C. pruni
do dvou kryptickych druhti oznacenych C. pruni A a C. pruni B byly pouzity 3 kombinace
primerd, a  to  Cp480R/CpA300F/CpBI20F,  Cp480R/CpA50F/CpB350F
a Cp135F/CpA424R/Cp315R podle Peccoud et al., 2013.

S vySe zminénymi kombinacemi primerd byla provedena PCR amplifikace
49 testovanych vzorkl z Sesti raznych lokalit, a to Drahany, Kale¢nik, Lednice, OlSany,
Valtice a Velké Bilovice, sbéry probihaly v letech 2004, 2006, 2008, 2011, 2012 a 2018.
U 39 testovanych vzorkt z lokalit Drahany, Lednice, OlSany, Valtice a Velké Bilovice byly
ziskany specifické amplikony. Nespecifické produkty byly ziskany u 10 vzorkl z lokality
Kale¢nik. Pfi PCR amplifikaci s primery Cp480R/CpA300F/CpB120F byly ziskany
u 39 vzorka jedinct rizného pavodu specifické produkty o velikosti 377 bp, coz svédéi
o jejich prislusnosti ke genotypu B, viz obrazek 12. Jedinci druhého genotypu (A) zjiSténi
nebyli. V piipadé 10 jedincti oznacenych 141 z lokality Kalecnik nebyly ziskany specifické
amplikony, pouze slabé nespecifické produkty raznych velikosti, coz odpovida predchozim
zjisténim, tj. nejednd se o jedince mery trnkové (C. pruni), ale mery skvrnité

(C. melanoneura).
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Obrazek 12: Genotypizace ITS2 pomoci PCR s primery Cp480R/CpA300F/CpB120F.
Legenda: L: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder; drahy oznaceny prislusnymi &isly izolace vzorkii;

B: negativni kontrola

Pti pouziti primera Cp480R/CpASOF/CpB350F byly u 43 jedinci rizného pivodu
aroku sbéru (Drahany, Kale¢nik, Lednice, OlSany, Valtice a Velké Bilovice) ziskany
specifické amplikony. U 39 jedinct rizného puvodu z lokalit Drahany, Lednice, Olsany,
Valtice a Velké Bilovice byly ziskany amplikony o velikosti 151 bp, coz svéd¢i o jejich
ptislusnosti ke genotypu B (viz obrazek 13A). Jedinci druhého genotypu tedy nebyli zjisténi.
U 4 jedinct série 141 z lokality Kalecnik (141/6, 7, 9, 10) byly ziskany produkty o velikosti
cca 421 bp, coz by odpovidalo genotypu A, kdyby se jednalo o jedince mery trnkové. AvSak
dle predchoziho zjisténi se nejedna o jedince mery trnkové, ale o jedince mery skvrnité.
U 6 jedinct z lokality Kale¢nik, vzorkd 141/1-5 a 8, nebyly ziskany specifické amplikony,
ale pouze slabé nespecifické produkty raznych velikosti, coz odpovida prechozim zjisténim,

a tedy, ze se jedna o jedince mery skvrnité (viz obrazek 13B).
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Obrazek 13: Genotypizace ITS2 pomoci PCR s primery Cp480R/CpASOF/CpB350F.
Legenda: L: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder; drahy oznaceny pfislusnymi Eisly izolace vzorku;

B: negativni kontrola

Kombinaci primert Cpl135F/CpA424R/Cp315R bylo ziskano 39 specifickych amplikont
a 10 nespecifickych produktd. U 39 jedinct rizného puvodu, a to Drahany, Lednice, Olsany,
Valtice a Velké Bilovice byly ziskany amplikony o velikosti 177 bp, coz odpovida
ocekavani, ze se jedna o jedince genotypu B, viz obrazek 14A. Nebyli zjiSténi jedinci
C. pruni druhého genotypu. Nespecifické produkty byly opét ziskany u 10 jedinct

oznacenych Cislem izolace 141 pivodem z Kale¢niku, viz obrazek 14B.
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Obrazek 14: Genotypizace ITS2 pomoci PCR s primery Cp135F/CpA424R/Cp315R.
Legenda: L: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder; drahy oznaceny pfislusnymi Eisly izolace vzorku;

B: negativni kontrola
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Celkem bylo tedy ziskano 39 specifickych amplikont u jedinca rizného pavodu
aroku sbéru. Tito jedinci pochézeli z lokalit Drahany, Lednice, OlSany, Valtice a Velké
Bilovice a vzorky byly nasbirany v letech 2004, 2006, 2011, 2012 a 2018. Bylo zjisténo,
e tito jedinci nalezi ke genotypu B. Zadni jedinci druhého genotypu zjisténi nebyli.
V pripadé 10 jedinci série 141 z lokality KaleCnik a roku sbéru 2008 nebyly ziskany
specifické amplikony, ale pouze slabé nespecifické produkty o rtuzné velikosti. Tyto
informace odpovidaji predchozim zji§ténim, tj. nejednd se o jedince mery trnkové, ale
o jedince mery skvrnité. VSechny vysledky ukazuji, ze ve sledovanych oblastech zadné

rozdily zjiStény nebyly.
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6 DISKUSE

Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin je onemocnéni, které je rozsifeno
predevsim v ramci Francie a Spanélska, ale zaznamy o jejim vyskytu jsou také z oblasti
severni Afriky (Llacer et al., 1986, Steffeck ef al., 2012). Tato fytoplazma zptisobuje fadu
viditelnych pfiznaki u dfevin rodu Prunus, mezi které patii chlorotické svinuti listd,
leptonekroza, Zloutnuti az Cervenani listt, pripadné jejich predCasny opad. Souhrnné jsou
vSechny tyto symptomy oznaCovany jako evropska zloutenka peckovin. Mezi nejCasté&)si
ptirozené hostitele fadime napf. meruiiku obecnou, broskvoin obecnou ¢i slivoi japonskou,
které jsou nejcitlivéj§i na onemocnéni ESFY, naopak slivonn Svestka méa k tomuto
onemocnéni vysokou toleranci (Hodkinson, 2009, Marcone et al., 2010; Cieslinska, 2011,
Bertaccini et al., 2019a). Vzhledem k velkym ekonomickym skodam, které ESFY zptsobuje
v ramci celé Evropy, je nutno zavadet preventivni a fytosanitarni opatteni, jako je naptiklad
kontrola vektord a regulace jejich vyskytu. Uginna kontrola vektord viak neni ¢asto mozna
a insekticidy nelze kvili ohrozeni kvality plodid bezpecné aplikovat. Dal§im problémem
je také odolnost vektorti vuci insekticidim, pfipadné neexistence povolenych (Kocourek
et al., 2013, Bertaccini et al., 2019a). Zabranit pfenosu a naslednému Sifeni fytoplazem
je velmi obtizné.

Experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla zaméfena na molekularné genetickou
charakteristiku, detekci a genotypizaci zastupct rodu Cacopsylla pruni, vektora fytoplazmy
evropské zloutenky peckovin, a jejich bioinformatické analyze a srovnani ziskanych
sekvenci testovanych vzorkl se sekvencemi dostupnymi v databazi GenBank.

Bylo otestovano celkem 49 vzorkd mery trnkové (Cacopsylla pruni). Mery byly
odchyceny na Sesti lokalitach na jizni Moravé (Drahany, Kale¢nik, Lednice, Olsany, Valtice
a Velké Bilovice) v letech 2004, 2006, 2008, 2011, 2012 a 2018. Pti amplifikaci genu COI
mitochondrialni DNA byly u vSech testovanych vzorkl ziskany amplikony o oekavané
velikosti cca 1 800 bp. Aby byla studovana oblast pokryta co nejvice, byly pro amplifikaci
COI genu mitochondrialni DNA vybrany primery C2-N-3389/C1-J1709 a MyFi™ DNA
polymeraza.

Dle Peccoud et al. (2013) se Cacopsylla pruni v jizni a stfedni Evropé vyskytuje jako
komplex dvou druht, ktery zahrnuje dva kryptické druhy oznaCované jako Cacopsylla
pruni A s genotypem A a Cacopsylla pruni B s genotypem B. U 39 vzorkd, u kterych byly
ziskany specifické amplikony, byl stanoven genotyp jedinct testovanych vzorki jako

genotyp B. Neékteré ze vzorka se jevily jako jedinci genotypu A, ale po nasledném
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sekvenovani a fylogenetické analyze byli ptfifazeni k jinému druhu rodu Cacopsylla, a tedy
je nelze do genotypizace zahrnout. Zjisténi o genotypu testovanych jedinct poskytuje
informaci, ze populace zastupct rodu Cacopsylla pruni v oblasti jizni Moravy vykazuje
vysokou homogenitu. Toto zjisténi odpovida informacim uvedenym v literature, kdy bylo
otestovano 8 jedinci z VeleSovic na jizni Moravé a vSech 8 jedinci bylo zarazeno
do kryptického druhu Cacopsylla pruni B s genotypem B.

Analyzou genetické wvariability mitochondrialni DNA v oblasti COI C2-N-
3389/C1-J1709 PCR amplikont se sekvencemi Cacopsylla pruni pavodem z Italie, které
byly ziskané z databaze GenBank, byla zjiSténa identita 99-100 %. Bylo tak zjisténo,
7e nami testované sekvence jedinct rodu Cacopsylla pruni, pochazejici z Ceské republiky,
se od zastupci Cacopsylla pruni pochazejicich z Italie ¢i Francie, nijak vyrazné nelisi,
az na jednu sekvenci Cacopsylla pruni pavodem z Italie, Acc. No. KM206190.1, ktera
vykazovala identitu pouze 83-84 %. Tento rozdil mize byt zpisoben chybnou identifikaci
a zatazenim C. pruni nebo se jednad o vétsi genetickou variabilitu, kterd prozatim nebyla
prozkoumana.

Mery jsou si fenotypoveé velmi podobné a odliseni na zakladé morfologickych znakd,
pouzivanych entomology, je velmi obtizné. Vzhledem k t€émto skute¢nostem muze dochazet
ke $patné identifikaci jedincu a jejich zarazeni do nespravného druhu rodu Cacopsylla. Toto
se potvrdilo u série jedinct 141, které pochazi z oblasti Kale¢niku. Sekvence téchto jedinct
vykazovaly 84-87% identitu s jedinci rodu Cacopsylla pruni, ale 88-90% identitu
s dostupnou sekvenci COI jedinct rodu Cacopsylla melanoneura. Pomoci fylogenetické
analyzy bylo zjisténo, Zze tato série jedinci ¢. 141 puvodem z Kalecniku se vyvétvila
do skupiny spolecné se zastupci rodu Cacopsylla melanoneura. Vzhledem k tomuto
vyvétveni a zietelné prislusnosti do fylogenetické vétve Cacopsylla melanoneura je vysoce
pravdépodobné, ze byli jedinci chybné identifikovani a ze se nejednd o jedince rodu
Cacopsylla pruni, ale Cacopsylla melanoneura. Toto zji§téni potvrzuje, ze metoda analyzy
COI genu je vhodna pro identifikaci spornych jedincti nebo k jejich reklasifikaci. Nekolikrat
doslo na zakladé analyzy COI genu k reklasifikaci u zastupcti jinych druhd, ktefi byli podle
morfologické analyzy chybné ur€eni. Napf. vzorek byl identifikovan jako Cacopsylla
breviantennata, ale po provedeni analyzy genu COI mitochondridlni DNA a naslednym
porovnanim analyzované sekvence se sekvencemi Cacopsylla pyri z databaze GenBank bylo
prokazano, ze analyzovany vzorek vykazoval 99,7% identitu se sekvenci Cacopsylla pyri.
Nakonec se tedy jednalo o zastupce rodu Cacopsylla pyri a nikoli Cacopsylla

breviantennata. Spatna entomologicka identifikace byla prokazana i u vzorku, ktery byl
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identifikovan jako Cacopsylla picta, ale po provedeni analyzy COI genu a naslednym
porovnanim sekvence se sekvencemi v databazi GenBank bylo zjiSténo, ze analyzovany
vzorek je totozny se sekvenci Cacopsylla melanoneura (Oettl et Schlink, 2015). Metoda
analyzy COI genu pro reklasifikaci spornych jedinci byla pouzita k analyze chybné
identifikovanych druht Cacopsylla uvedenych v databazi GenBank. Bylo zjisténo, Ze napf.
sekvence C. pyricola puvodem z Koreje uvedena v databazi GenBank,
Acc. No. JF327670.1, vykazovala vyznamné odchylky od vzorka C. pyricola z Evropy, ale
od C. jukyungi se vyrazné nelisila (Kang et al., 2012).
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7 ZAVER

'Candidatus Phytoplasma prunorum' neboli fytoplazma evropské zloutenky peckovin
je onemocnéni, které u nékterych zastupct rodu Prunus zptusobuje fadu viditelnych ptiznaka
a vede k vyznamnym ekonomickym Skodam pfi produkci ovoce ve stfedni a jizni Evropé.
Mezi zpusoby Sifeni patii pfenos vektory, vtomto piipadé se jedna o zastupce druhu
Cacopsylla pruni (mera trnkova). Samotna identifikace vektorovych mer na zakladé
morfologickych vlastnosti je velmi obtizna, a proto jsou vyvijeny molekularni metody
detekce, jako je napfiklad metoda zaloZena na analyze COI genu mitochondrialni DNA,
které usnadnuji identifikaci neznamych jedinct, spornych jedinct nebo reklasifikaci jedincu.

V experimentalni Casti bakalarské prace byla provedena molekularné geneticka
charakteristika mery trnkové (Cacopsylla pruni) na zakladé COI-tRNAX'-COII oblasti.
Celkem bylo otestovano 49 vzorkd jedinci mer Cacopsylla pruni pochazejicich z Sesti
lokalit v oblasti jizni Moravy (Drahany, Kale¢nik, Lednice, OlSany, Valtice a Velké
Bilovice) z riiznych let (2004, 2006, 2008, 2011, 2012 a 2018).

Pomoci PCR s primery C2-N-3389/C1-J1709 a Sangerova sekvenovani byly
u 40 jedinct ziskany sekvence o délce cca 1 800 bp pokryvajici COI-tRNAM'—COII oblast
mitochondrialni DNA. Sekvence vykazovaly vysokou homogenitu a nejvyssi podobnost,
99-100 % se sekvencemi C. pruni (Acc. No. KM206191.1, KM206192.1), které pochazeji
z Italie a byly ziskany z databaze GenBank. Na zaklad€ 16S rDNA genotypizace byli vSichni
studovani jedinci C. pruni puvodem z jizni Moravy zafazeni do stejného genotypu C. pruni,
a to genotypu B. U 7 jedinci pivodem zlokality Kale¢nik byla prokazana chybna
identifikace. Ziskané sekvence vykazovaly pouze 84-87% identitu s odpovidajicimi
sekvencemi C. pruni, ale 88-90% identitu se sekvencemi COI C. melanoneura, tito jedinci
byli s nejvétsi pravdépodobnosti chybné identifikovani a nejednalo se o C. pruni, ale
o C. melanoneura.

Fylogeneticka analyza parcialnich sekvenci COI a COII potvrdila pfedchozi zjisténi.
Ziskané sekvence se vyvétvily do dvou samostatnych vétvi. Topologie stromt byla v pfipadé
obou casti genu stejna a potvrdila vysokou podobnost s doposud popsanymi COI geny
C. pruni a nutnost reklasifikace jedinct lokality Kalecnik. Nebyly nalezeny rozdily mezi
jedinci C. pruni z riznych lokalit a z riznych let, ve kterych byli odchyceni. Zarover byla
potvrzena vhodnost pouziti sledované oblasti genu pro cytochromoxidazu pro detekci,

identifikaci, reklasifikaci a genotypizaci mer.
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