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Souhrn

Néazvem fytoplazmy jsou oznaCovany nehelikdlni prokaryotni organismy
postradajici pevnou bunécnou sténu, osidlujici floém rostli a jsou pfendSeny hmyzimi
vektory. Tyto patogeny fadime do tfidy Mollicutes. Vzhledem k jejich podobnosti
k Zivo¢iSnym mykoplazmatim byly v minulosti oznacovany pojmem mycoplasma-like
organisms (MLOs). Od roku 1994 jsou podle taxonomickych pravidel jednotlivé druhy
fytoplazem oznacovany Candidatus Phytoplasma. Na zdkladé¢ sekvencni analyzy
16S rRNA genu byly fytoplazmy roztfidéné do né¢kolika skupin.

Fytoplazmy napadaji mnoho planych druht rostlin 1 ekonomicky vyznamnych
plodin. Choroby zptsobené fytoplazmami vyznamné ovlivituji vynosy a kvalitu trody.
Mezi ptiznaky nemoci zpiisobenych fytoplazmami patii chloréza, deformace listi,
zakrsly rast nebo proliferace.

Tato prace studuje vyskyt a molekularni charakteristiku fytoplazem
vyskytujicich se na plevelnych rostlindch, hlavné pak na pchaci (Cirsium arvense) a
svlacci (Convolvulus arvensis).

Na pchaci byly detekované fytoplazmy skupin Aster yellows 16Srl, Western X-
disease 16Srlll, Stolbur 16SrXII a Bermuda grass white leaf 16SrXIV. Na svlacci
(Convolvulus arvensis) byly detekovany fytoplazmy skupin Western X-disease 16SrIll,
Elm yellows group16SrV a Stolbur 16SrXII.



Summary

The trivial name phytoplasma designate wall-less non-helical prokaryotes that
colonize plant phloem and thet are spread by insect vectors. These pathogens belong to
class Mollicutes. Phytoplasmas had been called Mycoplasma-like organisms (MLOs)
for a long time because of their similarities to the mycoplasmas that are animals
pathogens. According to taxonomic rules phytoplasma genus are asigned as Candidatus
phytoplasma since 1994. Base on sequence analysis of 16S rRNA gene phytoplasmas
were to several groups.

Phytoplasmas are associated with many diseases of wild plants as well as
economically important food. Main symptoms of phytoplasmas infection are chlorosis,
leaf deformation, proliferation or dwarf growth.

Objective of this study is occurrence and molecular identification of
phytoplasmas associated with wild plant diseases, mainly Canadian thistle (Cirsium
arvense) and Field bindweed (Convolvulus arvensis).

On the Cirsium arvense, they were detected phytoplasmas belong to Aster
yellows group 16Srl, Western X-disease group 16Srlll, Stolbur group 16SrXII, and
Bermuda grass white leaf group 16SrXIV. On the Convolvulus arvensis, they were
detected phytoplasmas belong to Western X-disease group 16SrlIll, Elm yellows
group16SrV and Stolbur group 16SrXII.
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1 Cile prace:

Cilem mé bakalatské prace je:

1) Shromdazdit dostupnou literaturu a vypracovat literarni reSersi na téma vyskyt a
molekuldrni charakteristika fytoplazem vyskytujicich se na pchaci (Cirsium
arvense).

2) Detekce a identifikace fytoplazem ve vzorcich pleveld, zejména pchace

(Cirsium arvense) pomoci PCR reakce.



2 Uvod

Tato prace se zabyva studiem vyskytu a molekuldrni charakteristiky fytoplazem
vyskytujicich se na pchaci Cirsium arvense a jejich detekci a identifikaci pomoci
dostupnych laboratornich metod. Vedle phace studuje vyskyt fytoplazem i na dalSich
plevelnych rostlinach a to na svlacci rolnim (Convolvulus arvensis), kokoSce pastusi
tobolce (Capsella bursa-pastoris) a lebedé€ lesklé (Atriplex sagittata).

Fytoplazmy jsou prokaryotni organismy s velmi specifickou buné¢nou stavbou a
zivotnimi naroky. Napadaji sitkovice rostlin a hmyz, kterym jsou pifendSeny. Tyto
patogeny byly objeveny v Sedesatych letech minulého stoleti, ale nemoci rostlin jimi
zpusobené byly popsany jiz mnohem diive. Nékaza rostlin fytoplazmami se projevuje
rozmanitymi piiznaky jako napt. chlor6za a deformace listli, proliferace nebo zakrsly
rust. Pfiznaky infekce jsou rtizné v zavislosti na druhu patogena, druhu infikovaného
hostitele nebo také na odlisné vnimavosti jednotlivych hostitelskych rostlin k infekei
patogenem.

Studium chorob zpiisobenych fytoplazmami, takzvanych fytoplazmoéz, je
dilezité¢ z divodu jejich ekonomického dopadu. Fytoplazmy totiZ napadaji mimo jiné
mnoho ekonomicky vyznamnych druht kulturnich plodin a zpiisobuji citelné snizeni
kvality i mnozstvi arody. Tim zplsobuji zeméd€lctim Skody vEtsi nez malé.

Fytoplazmy lIze detekovat velkym mnoZzstvim biologickych a molekularnich
metod. V této praci byla provedena molekuldrni detekce pomoci PCR amlifikace a

nasledné analyzy sekvence produktt reakce.



3 Literarni prehled

3.1 Fytoplazmy jako intrabunécné rostlinné patogeny

Fytoplazmy reprezentuji zfetelné odlisSnou monofyletickou skupinu organismi
pattici do ttidy Mollicutes, oddéleni Tenericutes (Schneider et al., 1993).

Tyto patogeny osidluji Iyko rostlin, hemolymfu a slinné zlazy hmyzich vektora
sajicich floémovou §tavu (IRPCM, 2004). Fytoplazmy jsou pfendSeny hmyzimi vektory
a to pfevazné¢ zastupci rodt mery (Psillidae), kiisi (Auchenorrhyncha) a ploStice
(Miridae) (Seemiiller a Schneider, 2004).

Jedna se o jednoduché nehelikdlni prokaryotni organismy postradajici pevnou
bunécnou sténu, které lze pozorovat v elektronovém mikroskopu. DneSni poznatky o
fytoplazmach jsou prakticky omezeny na molekuldrni data. Vzhledem k jejich
specifickym Zivotnim podminkdm totiz neni mozné kultivovat fytoplazmy in vitro
(IRPCM, 2004).

Fytoplazmy jsou spojovany s mnozstvim chorob planych ale 1 kulturnich plodin,
napiiklad picnin a ovocnych dfevin. Timto se stdvaji ekonomicky velmi vyznamnou
skupinou rostlinnych patogenti (Franova et al., 2007).

Poprvé se s fytoplazmami setkavame v Sedesatych letech dvacatého stoleti, kdy
Doi et al. (1967) pozorovali v Iyku aster vykazujicich zloutenku ovalné buiky bez
bunééné stény. Tyto unikatni organismy byly z diivodu morfologické a ultrastrukturalni
podobnosti k zivoc¢iSnym mykoplazmatiim nazvany MLOs ( zkratka anglického terminu
,mycoplasma-like organisms*). Po dalsi tfi desetileti byly provadény netispesné pokusy
o izolaci a kultivaci MLOs in vitro. NemoZnost kultivace velmi ztéZovala charakterizaci
MLOs a jejich taxonomické zafazeni, proto nebylo dlouho jisté, zda vSechny MLOs
patti do tfidy Mollicutes. Ptesto byly tyto organismy na zakladé bunécné charakteristiky
a pozd¢jSiho studia 16S rRNA do tiidy Mollicutes zatazeny (Gundersen ef al., 1994).

Roku 1992 byl na devatém kongresu Mezinarodni organizace pro
mykoplasmologii tymem IRPCM pftijat jako oznaceni vS§ech MLOs nazev fytoplazma.
Od roku 1994 se podle novych taxonomickych pravidel oznacuji rody fytoplazem
'Candidatus Phytoplasma' (IRPCM, 2004).
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3.2 Laboratorni metody detekce fytoplazem

Dtive byla detekce fytoplazem zalozena na fluorescentni a elektronové
mikroskopii. Pro jednoduchost a nizké provozni niklady byla nejrozsifenéj$i metodou
detekce fytoplazem fluorescenéni mikroskopie, kdy se tenké tezy fixovanych vzorkl
barvi DNA fluorochromem DAPI (4’-6-diamidino-2-fenylindol.2HCI). Pfitomnost
fytoplazem znaci modro-bile fluoreskujici body v sitkovicich. Elektronova mikroskopie
je financné a technicky narocna a uspe€Snd pouze u hostitell s vysokym titrem
fytoplazem. U téchto metod vSak nelze na zdkladé morfologie castic ur€it druh
fytoplazem (Ahrens ef al., 1992).

Vedle mikroskopickych metod bylo moZzné u vzorkil s vysokou koncentraci
fytoplazem vyuzit také metody imunochemické, zejména pak rizné varianty ELISA
testu. Metoda se vSak pro nedostupnost specifickych protilatek nerozsitila.

Diky rozvoji DNA hybridiza¢nich metod se v posledni dobé& rozsitily pro detekci
fytoplazem molekularni metody. Radi se mezi né hybridizace, polymerazova fetézové
reakce (PCR), délkovy polymorfismus restrikénich fragmenti (RFLP) a sekvencovani.
Dnes je pro jednoduchost a moznost dalSich fylogenetickych studii nejpouzivanéjsi
PCR amplifikace 16S rRNA genu s naslednou RFLP analyzou nebo sekvencovanim
(Ahrens a Seemiiller, 1992).

Franova et al., (2007) hodnoti PCR reakci jako nejcitlivéjsi vysoce specifickou a
rychlou metodu detekce fytoplazem. Také uvadi nevyhody metody, které wvidi
v mozném vyskytu nespecifickych reakci, faleSnych pozitivit a faleSnych negativit.
Ptesto se zda byt pouziti PCR reakce s univerzalnimi 1 skupinové specifickymi primery
s naslednou RFLP analyzou nebo sekvencovanim spravnou cestou pro identifikaci
fytoplazem. Citlivost PCR techniky lze kvili nizkému titru fytoplazem ve vzorku zvysit
metodou nested PCR, kdy produkt reakce PCR slouZi jako templat pro nasledujici
amplifikaci (Khan et al., 2004).

V poslednich letech pfinesla nové mozZnosti v detekci fytoplazem kvantitativni
(real-time) PCR. Tato metoda umoZnuje sledovat zménu koncentrace PCR produktu
v jednotlivych cyklech reakce a pomoci vloZzeného standardu ur€it mnoZstvi templatové
DNA ve vzorku (Christensen et al., 2004).

Pro klasifikaci fytoplazem podle symptomii se diive pouzivaly biologické testy

na indikatorech. Fytoplazmy byly naptiklad pfenaSeny na experimentalniho hostitele
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Catharanthus roseus (barvinek rizovy). Dnes se testy na biologickych indikatorech

Casto pouzivaji naptiklad pro certifikaci ovocnych dievin (Navratil a Fialova, 2008).

3.3 Charakteristika fytoplazem

3.3.1 Buiiky fytoplazem

Prokariotni fytoplazmy jsou rostlinné patogeny, jejichz buiiky postradaji pevnou
buné€nou sténu. Povrch bunky tvofi jednotkova plazmatickd membrana. Pozorovanim
elektronovym mikroskopem bylo zjiSténo, Ze tvar bunék je pleiomorfni. Objevuji se
kulovité, ovalné az protahlé buiiky. Jejich velikost je velice proménliva, pohybuje se od
100 do 800 pum, jsou tedy vyznamné mensi neZ typicka bakteridlni bunka (Suzuki et al.,
2005).

Buniky jsou citlivé na antibiotika skupiny tetracyklind, ale ne na penicilin.
Pouziti antibiotik u napadené tkan¢ pouze oslabi ptiznaky, rostlinu vSak pln¢ neozdravi.
Déle jsou fytoplazmy rezistentni vi¢i pisobeni digitoninu a vzhledem k jejich

hypertonickému zZivotnimu prostiedi jsou citlivé na hypotonicky roztok (IRPCM, 2004).

3.3.2 Genom fytoplazem

VétSina fytoplazem ma podobné jako bakterie uspofddany genom do
cirkularntho chromosomu. Vyjimku tvofi druh 'Candidatus Phytoplasma mali'
zpusobujici proliferaci jabloné, ktery ma DNA uspotfadanou v chromozomu linearnim
(Kube et al., 2008).

Velikost genomu organismi ttidy Mollicutes se pohybuje mezi 600 — 2200 kb
(Marcone et al., 1999), ptiCemz velikost genomu rodu 'Candidatus Phytoplasma' je
omezena na 530 — 1350 kb. Podle Oshimy et al. (2004) je genom fytoplazem svou
velikosti minimalni genom zajistujici zivotni pochody parazita. Koduje jesté méné
metabolickych funkci nez genom ZivociSnych mykoplazmat. Fytoplazmam chybi geny
napt. pro cyklus trikarboxylovych kyselin, geny pro syntézu nukleotid a aminokyselin
nebo také geny pro fosfotransferazovy systém.

Vsechny organismy rodu 'Ca. Phytoplasma' obsahuji unikatni sekvenci regionu

16S rRNA genu CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT IRPCM (IRPCM, 2004).
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Podle vysledkli centrifugace v hustotnim gradientu bylo zji§téno, Ze genom
zastupct 'Ca. Phytoplasma' obsahuje relativné nizky obsah guaninovych a cytosinovych
bazi, a to pfiblizné¢ jen 23 — 29 % (Razin, 1992).

Zastupci rodu 'Ca. Phytoplasma' pouzivaji UGA kodon jako stop kodon, nikoli
jako kodon koédujici tryptofan. Spoleéné s predpokladanym ancestralnim piedkem
Acholeplasma laidlawii pouzivaji pro tryptofan kodon UGG (Bertaccini, 2007).

Bertaccini (2007) dale popisuje moznost rozliSeni fytoplazem od Zivo€isnych
mykoplazmat diky pfitomnosti spacer regionu o délce piiblizn€ 300 bp mezi 16S a 23S
rDNA oblasti. Tato oblast koduje transferovou RNA pro izoleucin a ¢ast transferové

RNA pro alanin.

3.4 Taxonomie fytoplazem

V soucasnosti jsou fytoplazmy tazeny do patnacti skupin na zaklad¢ sekvencni
analyzy 16SrDNA. V ramci kazdé z patnécti skupin byl uréen referen¢ni druh oznaceny
'Candidatus Phytoplasma' reprezentovany referencnim izolatem (viz Tab. 1). Do
jednotlivych druhti lze fytoplazmu zafadit tehdy, spliuje-li pravidla pro taxonomii
fytoplazem zavedena IRPCM v roce 2004 (IRPCM, 2004).

Sekvenéni homologie izolatd v rdmci jednoho druhu 'Candidatus Phytoplasma'
musi byt rovna nebo vySsi nez 97,5%. Nova pravidla také umoZziuji popsat novy druh
na zaklad¢ rozdilnych biologickych (hmyzi vektor), fytopatologickych (specifita
rostlinnych hostitell a ptiznaky) a molekuldrnich (velikost genomu) charakteristik 1
v ptipad€, ze sekvencni homologie je v&tSi nebo rovna 97,5% ve srovnani s jiz

existujicim druhem 'Candidatus Phytoplasma'.
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Tab. 1:
(IRPCM, 2004)

Prehled fylogenetickych skupin fytoplazem a jejich referenCnich izolati

Fylogeneticka skupina Druh 'Candidatus Phytoplasma' | GenBank
Ac. No.
Aster yellows group 16Srl 'Ca. Phytoplasma asteris' M30790
'Ca. Phytoplasma japonicum' AB010425
Peanut witches’- broom group 16Srll | 'Ca. Phytoplasma aurantifolia’ U15442
X-disease group 16SrlII 'Ca. Phytoplasma pruni' L04682
Coconut lethal yellowing group | 'Ca. Phytoplasma palmae' uU18747
16SrIV
'Ca. Phytoplasma cocostanzaniae' | X80117
'Ca. Phytoplasma cocosnigeriae' Y14175
'Ca. Phytoplasma castaneae' AB055986
Elm yellows group 16SrV 'Ca. Phytoplasma zizipht' AY072722
'Ca. Phytoplasma vitis' AF176319
'Ca. Phytoplasma ulmi' AF122910
Clover proliferation group 16SrVI 'Ca. Phytoplasma trifolit' AY390261
Ash yellows group 16SrVII 'Ca. Phytoplasma fraxini' AF092209
Loofah  witches’- broom group | 'Ca. Phytoplasma luffae' AF086621
16SrVIII
Pigeon pea witches’-broom group | 'Ca. Phytoplasma phoenicium' AF515636
16SrIX
Apple proliferation group 16Srx 'Ca. Phytoplasma mali' AJ542541
'Ca. Phytoplasma pyri' AJ542543
'Ca. Phytoplasma prunorum'’ AJ542544
'Ca. Phytoplasma spartii' X92869
'Ca. Phytoplasma rhamni' X76431
'Ca. Phytoplasma allocasuarinae' AY135523
Rice yellow dwarf group 16SrXI 'Ca. Phytoplasma oryzae' D12581
Stolbur group 16SrXII 'Ca. Phytoplasma australiense' L76865
'Ca. Phytoplasma solanit' AF248959
BGWL group 16SrXIV 'Ca. Phytoplasma cynodontis' AJ550984
'Ca. Phyt. brasiliense' group 16SrXV | 'Ca. Phytoplasma brasiliense' AF147708
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3.5 Fytoplazmy vyskytujici se na pchaci

Pchac oset (Cirsium arvense) je fialové kvetouci plevelnd rostlina z celedi
hvézdnicovitych (4steraceae) dortstajici vysky 120cm. (Dostal, 1989)

Podle dostupnych literarnich prament je pcha¢ napadan fytoplazmami né€kolika
skupin, a to fytoplazmami Zloutenky aster 16Srl (Jomantiene et al, 1999),
fytoplazmami skupiny western x-disease 16SrIll podskupiny 16SrIll B (Ranci¢ ef al.,
2005), fytoplazmami skupiny Stolburu 16SrXII (Navratil et al., 2008) a fytoplazmami
skupiny Bermuda grass white leaf 16SrXIV (Marcone ef al., 2004). Dale se na pchaci
dle predbézné analyzy vyskytuji fytoplazmy skupiny Rice yellow dwarf 16SrXI a
fytoplazmy skupiny Elm yellows 16SrV (Navratil Gstni sdéleni).

3.5.1 Aster yellows group 16Srl

Skupina fytoplazem Aster yellows 16Srl je spojovana s velkym mnoZzstvim
ekonomicky vyznamnych nakaz a jeji Clenové jsou rozsiteni po celém svété. V ramci
vSech skupin fytoplazem ma pravé 16Srl skupina nejvyssi diverzitu. Na zdklad¢ analyzy
16S rDNA, tuf genu a operonu ribozomalniho proteinu (7p) byla cela Aster yellows
skupina rozdélena do nékolika podskupin.

Jako referencni izolaty byly vybrany 'Candidatus Phytoplasma asteris' (zkracen¢
AY) fazend do podskupiny 16Srl-B (GenBank Ac. No. M30790 a M74770) a
'Candidatus Phytoplasma japonicum' (GenBank Ac. No. AB010425) (IRPCM, 2004).

Izolaty fytoplazem tfazené do podskupin Aster yellows group 16Srl-A, 16SrI-B a
16SrI-C jsou rozsitené po celém svét¢ a napadaji vice nez 80 rostlinnych druhd.
Podobna variabilita je zaznamenand 1 u hmyzich vektori, fytoplazmy téchto podskupin
jsou ptenaSeny az 30 druhy hmyzu. Podskupina 16Srl-B tvofi v rdmci skupiny nejveétsi
a nejdiverzifikovanéjsi podskupinu. U podskupin 16SrI-L a 16SrI-M se zda, Ze je
geografické rozsifeni omezeno na oblast Evropy. Clenové ostatnich podskupin maji
obvykle uzky okruh rostlinnych hostitelll 1 hmyzich vektori a nemoci jimi zptisobené
maji omezeny geograficky areal.

Fytoplazmy tazené do skupiny Aster yellows napadaji prevazné rostliny tfidy
dvoudéloznych (Magnoliopsida). Neékteré izolaty vSak napadaji 1 ekonomicky
vyznamné rostliny tfidy jednodé€loznych (Liliopsida) jako jsou kukufice, cibule, oves a

nekteré traviny. Mald cast izolatd také zplisobuje choroby dievin jako je santal,
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broskvon, morusSe nebo také brusnice. ExperimentaIné bylo zjiSténo, ze severoamerickeé
AY fytoplazmy (podskupiny 16Srl-A, 16SrI-B a 16SrI-C) byly vektory pfeneseny na
191 rostlinnych druhti z42 celedi. Hlavnimi hmyzimi vektory pienaSejicimi AY
fytoplazmy jsou zéstupci Celedi kiiskoviti (Ciccadelidae), a to zejména zastupci rodi
Marcosteles, Euscelis, Scaphytopius a Aphrode (Lee et al., 2004).

Ptiznaky infekci se rlizni podle izolatl. Jako hlavni vSak lze oznacit virescenci,
fyloidie, riizné¢ malformace a pruhovani kvétu, Zloutnuti a krouceni listli, elongace a
etiolizace internodii. Infikované rostliny mohou vykazovat pouze nékteré symptomy.

Druh 'Candidatus Phytoplasma asteris' je charakterizovan nckolika unikatnimi
sekvencemi 16S rRNA regionu a to 5-GGGAGGA-3'na pozici 226-232 podle
GenBank Ac. No. M30790, 5'-CTGACGGTACC-3'(476-485) a 5'-CACAGTGGAGG
TTATCAGTTG-3'(1008-1028). Dale jsou pro druh charakteristické unikatni sekvence
ribozomalniho proteinu rp/22 5'- CCGCGAACAACTT (218-230), 5'- AGTAA TAAC
TTCTAGCACAAACTTGC -3'(338-363) a sekvence proteinu rps3. 5'-AAAGAAGAT
TTTTTAATTC-3'(114-133) a 5'-CTAGAAAATCGTATG-3'(396-310) ( Lee et al,
2004).

Do skupiny 16Srl byl zatfazen také izolat nazvany Cirsium yellows phytoplasma,
GenBank Ac. No. AF200431 izolovany z pchace (Cirsium arvense) (Jomantiene et al.,
1999 nepublikovano).

3.5.2 X —disease group 16Srlll

Pro skupinu fytoplazem X disease group byl jako referen¢ni izolat vybran
'Candidatus Phytoplasma pruni' zndmy téz pod synonymem Western X-disease
mycoplasma-like organism. V databdzi GenBank méa referencni Ccislo L04682
(Schneider et al., 1992).

Fytoplazmy této skupiny zpisobuji ekonomicky vyznamnou chorobu zvanou
Western X-disease. Choroba napad4d ovocné stromy, zvIasté pak decimuje porosty
broskvoni a tfesni. Izolat zvany Western X-disease phytoplasma je pfenaSeny vektory
Colladonus montanus, Scaphytopius acutus, v mensi mite pak Calladonus geminatus
nebo Fieberiella florii. Rozsiteny je hlavné v USA a Kanad€. Mezi pfiznaky infekce
patti zlutd skvrnitost, svinovani listli, v pozd¢j$im stadiu chloroticky vzhled stromu a

opad listl. Zasazené stromy plodi velmi malo nebo neplodi viibec.
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Izolat fazeny do této skupiny byl z pchace (Cirsium arvense) izolovan napiiklad
v Srbsku. Zasazené rostliny vykazovaly nerovnomérny rust, atypické vétveni a malé
listy. Dale pak zkracend internodia, chlorozu listii a celkovou povadlost. O moZzném
pienaseci se autor nezminuje (Ranci¢ et al., 2005). Dalsi fytoplazmy tazené do této
skupiny izolované z pchace lze nalézt pod synonymy Cirsium white leaf phytoplasma
rrnB (GenBank Ac. No. AF373106) a Cirsium white leaf phytoplasma rrnA (GenBank
Ac. No. AF373105) (IRPCM, 2004).

3.5.3 Elm yellows group 16SrV

Pro 16SrV skupinu bylo wustanoveno hned nékolik druhi 'Candidatus
Phytoplasma'. Prvnim referenénim izolatem je 'Candidatus Phytoplasma ziziphi'
(GenBank Ac. No. AY072722) znamy také pod jménem Ziziphus jujube witches’-
broom phytoplasma. Dal§imi jsou 'Candidatus Phytoplasma vitis' (GenBank Ac. No.
AF176319) zvana téz Flavescence dorée phytoplasma a 'Candidatus Phytoplasma ulmi'
(GenBank Ac. No. AF122910) se synonymem Elm yellows phytoplasma EY1 (IRPCM,
2004).

16SrV skupina reprezentuje treti nejvétsi skupinu fytoplazem s velkou
rozmanitosti izolatd, jejich rostlinnych hostitelti 1 hmyzich vektort. Geograficky jsou
zastupci této skupiny rozsitené v Americe, Evropé 1 Asii. Zptsobuji znicujici choroby
jilmu, vinné révy, ostruzinika, tfesni, broskvoni a mnoha dalSich rostlin.

'Candidatus Phytoplasma ulmi' jako referencni izolat EY1 napada ptevazné
dfeviny rodu Ulmus. Vyskyt tohoto druhu je typicky pro oblast Kanady a USA. Prvnim
pfiznakem napadeni rostliny je odumirani kotinki. Na listech se infekce projevi
zloutnutim a pfed¢asnym opadem. Stromy hynou obvykle nasledujici rok po napadeni.
Hlavnim ptenaSecem je kiisek Scaphoideus luteolus pivodem ze Severni Ameriky.

'Candidatus Phytoplasma ulmi' je charakterizovdna unikatnimi sekvencemi 16S
rRNA 5'-GGAAA-3'(327-835) a 5-CGTTAGTTGCC-3" (1098-1108), sekvencemi
ribozomalniho proteinu rp/22-rps3  S'-TTACGCTTGCC-3" (284-294), 5-CATT
TAA TAAAATTGCTATT-3" (739-758) a 5-AAATTCTATTTCTATGGGAAT-3’
(910-932) a také sekvencemi SecY genu 5'-TTTGATCCAATGTTAA-3" (350-365),
5’- GTCTTTCGGTCATGGATTGA-3'(595-614), 5'-ATTTAGTCTAAT-3" (616-627)
a5-CAAATAGAACAA-3" (1053-1064) (Lee et al., 2004).
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3.5.4 Rice yellow dwarf group 16SrXI

Referencni izolat pro skupinu fytoplazem Rice yellow dwarf byl nazvéan
'Candidatus Phytoplasma oryzae' (GenBank Ac. No. D12581 a AB052873). Jedna se o
pomérné novy taxon spojujici fytoplazmy asociované se zlutou zakrslosti ryze, zkracené
RYD (Rice yelow dwarf).

RYD Fytoplazmya infikuje hlavné ryzi (Oryza sativa). Napadenym rostlindm
vyrazné Zloutnou listy, ty se krouti a nakonec odumiraji. To ma za nasledek zakrsly
vzrast a slabou produkci zrna. RYD fytoplazma je pfendSena merami Nephotettix
cincticeps, Nephotettix virescens a Nephotettix nigropictus. Fytoplazmy se objevuji
v mnohych asijskych zemich produkujicich ryzi (Jung et al., 2003).

Fytoplazma sekvenéné zafazena do 16SrXI skupiny byla také detekovéana
v zapadni Keii na sloni travé (Pennisetum purpureum). Sloni trdva je ptivodni travina
tropické Afriky dorGstajici vysky 3 az 5 metrl. PouzZiva se jako krmivo a jako ndstroj
ochrany prostfedi. Napadené rostliny vykazuji Zloutnuti a zakrslost listli, proliferaci
odnoZi a zkracovani internodii. Sekvence této fytoplazmy jsou k dispozici v GenBank
databazi pod Ac. No. AY377874 az AY37787. Hmyzi vektor neni pro tento izolat zatim
znam (Jones et al., 2004).

Jung et al. (2003) dale charakterizuje unikatni sekvence pro izolaty zahrnuté do
druhu 'Candidatus Phytoplasma oryzae'. Jedna se o sekvence unikatniho regionu
16S rDNA a to 5-AACTGGATAGGAAATTAAAAGGT-3"a 5'-ATGAGACTGCCA
ATA-3". Na pcha¢i (Cirsium arvense) nebyly dosud fytoplazmy skupiny 16SrXI
detekovany, avSak z vysledkii predbézné analyzy vzorkii pchace vyplynula moZnost

vyskytu fytoplazem skupiny 16SrXI na tomto plevelu.

3.5.5 Stolbur group 16SrXII

Referenénimi izolaty skupiny Stolbur group 16SrXII jsou 'Candidatus
Phytoplasma australiense' (GenBank Ac. No. L76865), 'Candidatus Phytoplasma solant'
(GenBank Ac. No. AF248959) znamé také pod synonymem Stolbur phytoplasma,
'Candidatus Phytoplasma caricae' (GenBank Ac. No. AY725234), 'Candidatus
Phytoplasma fragariae' (DQO086423), 'Candidatus Phytoplasma graminis' (GenBank Ac.
No. AY725228) a 'Candidatus Phytoplasma persicae' (GenBank Ac. No. AY787137)
(IRPCM, 2004).
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Mezi hostitelské rostliny fytoplazem skupiny stolburu patii napt. rajce
(Lycopersicon esculentum), paprika (Capsicum annuum), réva vinnd (Vitis vinifera),
lilek brambor (Solanum tuberosum) a z plevelnych rostlin potom svlacec (Convolvulus
arvensis), jetel (Trifolium spp.) nebo také pchac (Cirsium arvense) (Navratil a Fialova,
2008).

V Ceské republice se bézné vyskytuje fytoplazma 'Candidatus Phytoplasma
solant', ktery se vyskytuje ve velké ¢asti Evropy a v Asii. Na riiznych hostitelich je
fytoplazméza provazena rlznymi prfiznaky. Brambor vykazuje pii ndkaze
zelenokvétost, Zloutnuti a pied¢asné vadnuti listh. U dalSich hostiteld dochazi
k zakrslosti, zkraceni internodii a riiznym defektiim plodi.

Vyznamnym vektorem pro oblast Evropy je kiisek zilnatka vironosna (Hyalestes

obsolutes). Jako dalsi ptenasece lze uvést Aphrodes bicinctus nebo Lygus pratensis.

3.5.6 Bermuda grass white leaf group 16SrXIV

Za referencni izolat Bermuda grass white leaf (BGWL) skupiny byl vybran
'Candidatus Phytoplasma cynodontis' (GenBank Ac. No. AJ550984) znamy téz jako
Bermuda grass white leaf phytoplasma.

Hlavnim hostitelem této fytoplazmy je troskut prstnaty (Cynodon dactylon).
Fytoplazmo6za byla poprvé detekovana na Taiwanu. Znama je také z mnohych zemi
Asie, Sudanu a z Italie. Infekce se na rostliné projevi lehkou chlor6zou, proliferaci
postrannich vyhonki, hustym habitem, zakrnénim rostliny a nakonec rostlina hyne
(Marcone et al., 2004).

Izolat fytoplazmy blizce ptibuzny fytoplazmam skupiny BGWL byl také
detekovan v Malaisii, kde zplsoboval Zloutenku a chfadnuti kokosovniku
ofechoplodého (Cocos nucifera). Marcone et al. (2004) poukazuji na detekci
fytoplazem ze skupiny Bermuda grass white leaf na dvou zastupcich dvoudéloznych
rostlin a to na pchaci (Cirsium arvense) a Galactia tenuifolia. Déle udava jako mozného
pienasece kiiska Psammotettix cephalothes.

'Candidatus Phytoplasma cynodontis' je charakterizovana unikatni sekvenci 16S

rRNA regionu 5'-AATTAGAAGGCATCTTTTAAT-3"(Marcone ef al., 2004).
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4 Material a metody

4.1 Material

Pro experimentalni ¢ast byly vybrany vzorky pleveli druht pchac oset (Cirsium arvense),
svlacec rolni (Convolvulus arvensis), kokoSka pastusi tobolka (Capsella bursa-pastoris),
lebeda leskla (Atriplex sagittata) a vzorek bramboru (Solanum tuberosum) (Tab. 2). Vzorky
byly sebrany na pozemcich farmy Puchala, lokalita Lednice. Sbér byl proveden ve dnech 23.
4.2007 az 2. 5. 2007. Vzorky rostlin byly zamrazeny v -80°C.

Tab. 2: Seznam analyzovanych vzorkti sebranych na lokalit¢ Lednice, farma Puchala

Cislo vzorku | Druh rostliny Priznaky

689 Cirsium arvense

690 Cirsium arvense

691 Cirsium arvense

72 Convolvulus arvensis chlor6za, proliferace
73 Convolvulus arvensis proliferace

74 Convolvulus arvensis

75 Convolvulus arvensis chloréza, Cervenani lista
76 Convolvulus arvensis proliferace

77 Cirsium arvense chloréza

78 Cirsium arvense

79 Convolvulus arvensis

80 Convolvulus arvensis

81 Convolvulus arvensis

82 Convolvulus arvensis chloroza

83 Convolvulus arvensis chloroza

84 Capsella bursa-pastoris chlor6za, drobné listy
85 Convolvulus arvensis

86 Cirsium arvense

87 Convolvulus arvensis

88 Cirsium arvense mirna chloréza

89 Convolvulus arvensis

90 Cirsium arvense

91 Cirsium arvense chlor6za

92 Convolvulus arvensis svétle zelené zbarveni
93 Solanum tuberosum mirna chloréza

94 Cirsium arvense

95 Cirsium arvense

96 Cirsium arvense

97 Atriplex sagittata

98 Convolvulus arvensis
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4.2 1zolace DNA

Z listh zamrazenych vzorkl (-80°C) byly skalpelem oddé€leny ¢asti s cévnimi
svazky (asi 1g). Tyto byly nésledné¢ homogenizovany ve vychlazené tfeci misce za
ptidavku motského pisku a pfiblizné 20 ml pracovniho roztoku pufru Delaporta 1x. Po
homogenizaci byl vzorek prelit do 30ml centrifugacni kyvety a centrifugovan na MR 22
4 min pi1 1000 g. Supernatant byl prelit pfes uhelon do ¢ist¢ vychlazené 30ml
centrifugacni kyvety a centrifugovan na MR 22 25 min pi1 14000 g a teploté 4°C, ¢imz
doslo k sedimentaci fytoplazm6zni DNA. Pro extrakci nukleovych kyselin byl takto
vznikly sediment resuspendovan ve 2 ml smési Doyle-Doyle pufru a merkaptoetanolu o
teplot¢ 60°C (roztok vznikl smisenim 15ml Doyle-Doyle pufru s30 pl
merkaptoethanolu) a vzorky byly inkubovany 20 min pfti teploté 60°C. Ptidavkem 2 ml
chloroform-izoamylalkoholu (24:1) byly z lyzatu odstranény bilkoviny a balastni latky.
Vzorky byly centrifugovany na K 23 10 min pti 6000 g a teploté 4°C. Pot¢ byly z horni
¢iré vodni faze odebrany 2 vzorky po 0,5 ml. Pro vysraZeni DNA byl pfidan Iml
vychlazeného izopropanolu a vzorky byly zamrazeny pti-20°C. Druhy den byly vzorky
centrifugovany na MPW 310, a to 6 min pi1 11000 g a 4°C, sediment byl promyt 70%
etanolem a opét centrifugovan 6 min na MPW 310 pii 11000 g. Po vyliti supernatantu
byly vzorky lyofilizovany a zamrazeny (-80°C).

4.3 PCR amplifikace 16S rRNA genu

Pro zjisténi ptitomnosti fytoplazmy byly vzorky podrobeny PCR amplifikaci.
Vzhledem k malé koncentraci fytoplazmézni DNA a nutnosti vysoké citlivosti metody
byla pro amplifikaci DNA zvolena metoda nested PCR, kdy je amplifikacni produkt
jedné reakce pouzit jako templat pro reakci nasledujici. Nevyhodou tohoto postupu je
vysoké riziko kontaminaci a nespecifickych reakci. Podminkou provedeni je umisténi

nested PCR primert uvniti PCR produktu ziskan¢ho reakci direkt PCR.

4.3.1 Direct PCR

Pro prvni krok amplifikace 16S rDNA pomoci PCR reakce byla zvolena
kombinace primeri P1/P7. Tyto primery amplifikuji oblast 16S-23S rDNA a délka
produktu je ptiblizné 1800bp.
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Sekvence primert P1/P7 (Deng a Hiruki, 1991, Schneider ef al., 1995)
P1:5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’
P7:5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’

Reakéni smés PCR reakce byla pfipravend ve sterilnim prostfedi za pomoci
sterilizovanych nastroji za stalého chlazeni na ledové tfisti. Do 1,5ml mikrozkumavky
typu Eppendorf byla pfipravena smés reakéniho pufru, roztoku MgCl, sterilni
neionizované vody, deoxyribonukleozidtrifosfati (dNTPs), primerii a polymerazy.
Objemy jednotlivych slozek byly pipetovany dle Tabulky 3 v zavislosti na poctu
vzorkl. Premix byl déale rozpipetovan do 0,2 ml PCR mikrozkumavek vzdy po 17 pul
Do t&chto zkumavek byly pfidany 3 pl vzorku. Takto pfipravené vzorky byly
promichany, stoeny na minicentrifuze a vlozeny do termocycleru. Zde pak probé¢hla

PCR amplifikace za podminek definovanych v Tabulce 4.

Tab. 3: Slozeni reak¢éni smési pro PCR amplifikaci za pouziti primera P1/P7

. Koncentrace Konecna
Polozka . 1 test
pracovniho roztoku koncentrace

Flexi pufr 5x I x 4 ul
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,2 ul
Voda 6,8 ul
dNTP 1 mM 200 uM 4 ul
Primer P1 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4 ul
Primer P7 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4 ul
Go Taq polymeraza 5 U/ul 1 U/reakce 0,2 ul
Objem reakéni smési 17 pul
Objem vzorku 3ul
Objem reakce 20 pul

Tab. 4: Podminky PCR reakce za pouziti primert P1/P7

95 °C, 3 min
95 °C, 1 min
55°C, 1 min 35 cyklu
72 °C, 3 min
72 °C, 10 min
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4.3.2 Nested PCR

Pro druhy krok amplifikace 16S rRNA pomoci PCR reakce byla zvolena

kombinace primeri F1/B6 amplifikujici oblast 16S rDNA v délce cca 1650bp a pro

tfeti krok kombinace primert fU5/rU3 amplifikujici oblast 16S rDNA v délce cca

850bp.

SloZeni reakéni smési nested PCR za pouziti primertt F1/B6 ukazuje Tabulka 5,

podminky reakce Tabulka 6. Jako vzorek byl pouzit nefedény produkt direct PCR

s primery P1/P7.

SloZeni reakéni smési druhé nested PCR za pouziti primeri fUS5/rU3 ukazuje

Tabulka 7, podminky reakce Tabulka 8. Jako vzorek byl pouzit nefedény produkt nested

PCR s primery F1/B6.

Sekvence primerti F1/B6 (Davis a Lee, 1993, Padovan et al., 1995)
F1:5-AAGACGAGGATAACAGTTGG-3’
B6 : 5'-TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG-3’

Sekvence primert fU5/rU3 (Lorenz et al., 1995)
fUS : 5"-CGGCAATGGAGGAAACT-3’

rU3 : 5-TTCAGCTACTCTTTGTAACA-3’

Tab. 5: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci za pouziti primerd F1/B6

PoloZka Konc,entrace Koneéna koncentrace 1 test
pracovniho roztoku

Flexi pufr 5x I x 4 ul
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,2 pl
Voda 7,05 ul
dNTP 1 mM 200 uM 4 ul
Primer F1 20 pmol/pl 0,25 uM 0,25 pul
Primer B6 20 pmol/pl 0,25 uM 0,25 pul
Go Taq polymeréza 5 U/ul 1,25 U/reakce 0,25 pul
Objem reakéni smési 17 pul
Objem vzorku 3ul
Objem reakce 20 pl
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Tab. 6: Podminky PCR reakce za pouZiti primerti F1/B6

94 °C, 3 min

94 °C, 1 min

50°C, 2min 35 cyklu
72 °C, 3 min

72 °C, 10 min

Tab. 7: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci za pouZiti primert fU5/rU3

. Koncentrace Koneéna
Polozka . 1 test
pracovniho roztoku koncentrace

Flexi pufr 5x I x 4 ul
MgCl, 25 mM 1,5 mM 1,2 pl
Voda 6,8 ul
dNTP 1 mM 200 uM 4 ul
Primer fU5 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4 ul
Primer rU3 20 pmol/pl 0,4 uM 0,4 ul
Go Taq polymeraza 5 U/ul 1 U/reakce 0,2 ul
ObJ;em reakéni 17 ul
smési
Objem vzorku 3ul
Objem reakce 20 ul

Tab. 8: Podminky PCR reakce za pouziti primerti fU5/rU3

95 °C, 2 min

95 °C, 1 min

55°C, 1 min 35 cyklu
72 °C, 1 min

72 °C, 10 min

4.3.3 Gelova elektroforéza

Pro vyhodnoceni polymerasové fetézové reakce byla vyuzita elektroforéza na

1% agarosovém gelu. Ten byl pfipraven rozvafenim 2 g agarosy ve 200 ml pracovniho
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roztoku TAE pufru 1x. K rychlému rozvateni byla pouzita mikrovinna trouba.

Ze zé4sobniho roztoku rozehiatého agarosového gelu bylo odebrano asi 45 ml
Po vychladnuti asi na 60°C bylo do gelu nepipetovano 2,5 ul fluorescencniho barviva
GoldWiew (SBS, Beijing, China). Po dikladném promichani barviva byl gel nalit do
elektroforetické vanic¢ky s hiebenem a pro diikladné ztuhnuti gelu byla vanic¢ka vlozena
na 30 minut do chladnicky.

Ztuhly gel byl v elektroforetické vané po rysku pielit TAE pufrem 1x a poté byl
odstranén hieben, ¢imz vznikla fada jamek. Do prvni jamky byl nanesen standard
molekulové vahy DNA hyper ladder II (Bioline, Germany) v mnozstvi 2 pl. Do
ostatnich jamek byly naneseny jednotlivé vzorky v mnozstvi 5 pl. Elektroforéza byla
pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu o napéti 90V a ptiblizné po 30 minutach

byla vyhodnocena pomoci UV transluminatoru.

4.3.4 Izolace DNA 7 gelu

Pro dalsi praci bylo nutné izolovat DNA z gelu. Podle vysledku PCR reakce a
podle sily bandl byly vybrané pozitivni vzorky podrobeny elektroforéze v 1%
agarosovém gelu s pridavkem ethidium bromidu a déale byla DNA z gelu extrahovana
pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit. Postup prace odpovidal protokolu vyrobce
(QIAquick Spin Handbook 07/2002; QIAGEN, Germany).

Sterilnim skalpelem byly z 1% agarosového gelu pod UV transluminatorem
vytiznuty bloky obsahujici separovanou DNA z PCR produktd. Tyto bloky byly
vloZeny do pfedem zvaZenych mikrozkumavek typu eppendorf a byla zjiSténa jejich
100 pl).

K jednotlivym vzorkim byl pfiddn QG pufr v trojndsobném mnozZstvi
v porovnani s vychozi hodnotou. Pro rozpusténi gelu v pufru byly vzorky inkubovany
10 min pii 50°C a protfepany. Po kontrole zbarveni roztoku byl pfilit izopropanol
v mnozstvi odpovidajici vychozi hodnoté. Dale byly vzorky ptelity do separacnich
kolonek se sbérnou zkumavkou a centrifugovany na Biofuge pico Imin pti 10 000 g. Po
odstranéni proteCené Casti bylo ke vzorku na kolonku ptfidano 0,5 ml QG pufiu a
kolonky opét centrifugovany 1 min pfi 10 000 g. Protekla Cast byla odstranéna a do
kolonky pftilito 0,75 ml PE pufru s ethanolem. Nasledovala centrifugace 1 min pii
10 000 g, vyliti proteklé Casti a opét centrifugace 1 min pii 10 000 g pro dokonalé
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vysuSeni. Kolonky byly pfemistény do cistych popsanych mikrozkumavek. Pro
uvolnéni DNA zkolonky bylo na membranu kolonky naneseno 50 pl sterilni
deionizované vody a nasledovala centrifugace 1 min pii 10 000 g.

Takto pfipravené vzorky izolované DNA byly lyofilizovany pomoci SPD
SpeedVac a zamrazeny v -20°C. Vzorky byly dale pouzity pro transformaci bakterii
E.coli.

4.4 Transformace bakterii E.coli

4.4.1 Ligace DNA do plazmidu

DNA pozitivnich vzorki izolovana z agarosového gelu byla pro dalSi praci
ligovana do pGem-T plazmidu pomoci kitu (pGEM-T Vector System, Promega, USA)
podle modifikovaného navodu vyrobce.

Liga¢ni smés byla ptipravena smichanim 5 pul pGEM-T liga¢niho pufu, 1 pl T4
DNA ligazy, 0,5 pl pGEM-T plazmidu a 3,5 pl PCR produktu. Z divodu vyssi

ucinnosti probihala ligace ptes noc pii 4°C.

4.4.2 Transformace bakterii E.coli

Pro namnozeni plazmidu s vlozenym PCR produktem byla vyuzita metoda
transformace kompetentnich bunck E.coli kmene JM 109. Proces transformace prob&hl
teplotnim Sokem.

Kompetentni bunky JM 109 byly na ledu rozmrazeny a rozdéleny do 1,5ml
mikrozkumavek po 50 pl. Toto mnozstvi kompetentnich bun€k bylo smichano s 5 pl
ligacni smési a z divodu stabilizace smési byly buiiky inkubovany 20 min na ledu.
Transformace pomoci teplotniho Soku probéhla inkubaci v DryBlocku pii teploté 42 °C
po dobu 45 sekund a ihned poté byly buniky piremistény alespoit na 2 min na led. K takto
transformovanym bunkam bylo ptiddno 850 ul PSI broth media a smés byla inkubovana
1,5 hod pfi teploté 37°C. V tomto kroku dochazi k obnové bunéfné stény, aktivaci
fyziologickych procestt buniky a aktivaci exprese genii. Po inkubaci byla suspenzni
kultura transformovanych bakteridlnich bunék zkoncentrovana centrifugaci na Biofuge
pico po dobu 2 min pii 5000 g. Z mikrozkumavky bylo opatrné odstranéno cca 850 pl

supernatantu a ve zbytku media byl sediment bun¢k resuspendovan. Resuspendované
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buiiky byly pfeneseny na povrch tuhého LB media s pfidavkem ampicilinu do kone¢né
koncentrace 100 pg/1ml média. Na povrch média bylo nejprve sterilni kli€¢kou rozetteno
40 pl X-Gal a 4 pl IPTG. Petriho misky s kulturou transformovanych bunék byly
inkubovany pies noc pii 37°C obracené dnem vzhiiru. Nasledujici den byly
vyhodnoceny narostlé kolonie. Pozitivni bilé kolonie byly pfeinokulovany pomoci
sterilnich paratek na nové LB/Amp médium, kde byly jednotlivé kolonie rozetfeny do
malé plosky. Zaroven bylo paratko s bakteriemi omoceno v PCR reakéni smési pro

ovéfeni pozitivnich kolonii.

4.4.3 Test kolonii pomoci colony PCR reakce

Ovéteni uspesSnosti ligace a transformace bakterii bylo provedeno pomoci colony
PCR reakce za pouziti primerdt M13f a M13r se specifickymi podminkami reakce (viz
Tab 9). Jako vzorek byly do jednotlivych PCR mikrozkumavek s 25 pl reakéni smési
(viz Tab. 10) sterilnim paratkem pieneseny jednotlivé kolonie transformovanych
bakterii nesouci ligovany plazmid. Vysledek colony PCR reakce byl vyhodnocen

pomoci elektroforetické separace v 1% agarosovém gelu.
Sekvence primert M13f/M13r (Invitrogen, 1999)
M13f: 5'-GTAAAACGACGGCCA G-3°

M13r : 5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3’

Tab. 9: Podminky PCR reakce za pouziti primert M13{/M13r

94 °C, 5 min

94 °C, 1 min

55°C, 2min 35 cyklu
72 °C, 3 min

72 °C, 10 min
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Tab. 10: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci za pouZiti primerd M13{/M13r

. Koncentrace Konecéna
Polozka . 1 test
pracovniho roztoku koncentrace

Pufr 10x I x 2,5 ul
MgCl, 50 mM 1,5 mM 0,75 nl
Voda 19,8 ul
dNTP 2 mM 100 uM 1,25 pul
Primer M13f 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 ul
Primer M13r 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 ul
Taq polymeraza 5U0/ul 1 U/reakce 0,2 ul
ObJ;em reakéni 254l
smési
Objem vzorku 0 pl

4.4.4 Priprava bakterialni konzervy

Pro dal$i manipulace a analyzy, pfedev§im pak pro izolaci plazmidd, byly
z pozitivnich kolonii pfipraveny bakteridlni konzervy.

Do 1,5ml mikrozkumavek byl pipetovan Iml tekutého LB/Amp média a
sterilnim paratkem byly do média preneseny transformované bakterialni kolonie nesouci
ligovany plazmid. Tyto se pak inkubovaly pii 37°C za stdlého michéani na tfepacce pies
noc. Druhy den se smichalo 0,85 ml noc¢ni suspenze transformovanych bakterii
s 0,15 ml sterilniho glycerolu a zkumavky byly dikladné promichany. Takto vzniklé
bakterialni konzervy byly zamrazeny v hluboko mrazicim boxu pti -80°C, kde je mozno

bakterie uchovat az nékolik let.

4.5 Sekvencovani

Ptiprava vzorkli pro sekvenaci byla provedena pomoci BIG DYE sequencing
terminator kit ver. 3.1 (PE Biosystems, Warrington, UK) pracovniky Laboratofe
molekularni biologie mikroorganismil na katedie Bunétné biologie a genetiky. Sekvence
genil vzorkl vlozenych do plazmidu byla zjiSténa za pouziti automatického sekvenatoru
ABI PRISM model 3730 (PE Applied Biosystems, USA) na Ustavu experimentalni
botaniky CR v Olomouci. Slozeni &aste¢nych sekvenci bylo provedeno pracovniky

Laboratofe molekularni biologie mikroorganismi na katedie Bunécné biologie a genetiky.
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4.6 Piiprava pracovnich roztoku

Doyle-Doyle pufr

Delaporta pufr
Zasobni roztok 2x:

TAE pufr
TAE pufr 1x:

50x zasobni roztok:

X-gal (Fermentas)

2,5% CTAB 125¢g

1,4 M NaCl 409 g

20 mM Na2EDTA 3,72 ¢

100 mM Tris-HCI 6,06 g Tris
1% PVP S5¢g

Ptidat demineralizovanou vodu do celkového objemu roztoku
500 ml a pH upravit na 8,0 pomoci konc. HCI.

16,5¢g KoHPO4

4,1¢ KH2PO4

100 g sachar6za

I,5¢g BSA

20¢g PVP 10 (MW cca 10 000)

Ptidat demineralizovanou vodu do celkového objemu roztoku
500 ml a pH upravit na 7,6.

40 mM TRIS—acetat

2 mM EDTA

242 ¢ TRIS base

57,1 ml ledova kyselina octova
372 ¢ Na2EDTA . 2H20

doplnit H20 do 1000 ml a upravit pH na 8,5.

rozpustit X-Gal v dimethylformamidu do koncentrave 20mg/ml

IPTG (Fermentas)

2g IPTG v rozpustit v 8 vody, doplnit vodou do 10 ml, sterilizovat pies filtr

Celkova koncentrace: 200mg/ml
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LB médium

Pro 250ml média: 2.5 g kasein hydrolyzat
1,25 g kvasni¢ny autolyzat
1,25 g pepton
2,5g NaCl
250 ml voda
4,25 g agar

4.7 Pristrojové vybaveni laboratore

flowbox TESLA 002FT/A

flowbox Telstar PV-100

vortex IKA MS1 Minishaker
minicentrifuga Spectrafuge mini
minicentrifuga Wealtec E-cevtrifuge

PCR cycler Biometra T-Personal
centrifuga MLW K 23 D

centrifuga Jouan MR 221

centrifuga Biofuge pico

teplotni lazen Bioem mixing block MB 102
teplotni lazen Labnet digital dry bath
Thermo Savant SPD SpeedVac SPD111V
elektroforéza Biometra Power Pack P25
vahy AaD EK-200G

inkubator Flow laboratories CO; incubator 1500
transluminator Syngene G-box

hlubokomrazici box Sanyo MDF-U52V

30



5 Vysledky:

Experimentalni ¢ast jsem zacal izolaci celkové DNA z vybranych vzorki
plevelti. Pokracoval jsem provedenim nested PCR reakce za pouziti primerta P1/P7 —
F1/B6 — fU5/rU3. Pti této velmi citlivé reakei doslo u pozitivnich vzorkt k amplifikaci
fytoplazmézni DNA v useku 16S rDNA. Vysledek reakce zvlast vyhodnocen pro kazdy
par primer pomoci elektroforetické separace v agarosovém gelu. Vysledky PCR reakce

ukazuji obrazky 1 az 3.

Obrazek 1: Elektroforéza produktt direct PCR za pouziti primert P1/P7

L — standard molekulové vahy, Vzorky jsou o€islovany podle seznamu vzorku (viz Tab. 2)
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Obrazek 2: Elektroforéza produktl nested PCR za pouziti primerti P1/P7 —F1/B6

L — standard molekulové vahy, Vzorky jsou ocislovany podle seznamu vzorku (viz Tab. 2)

Obrazek 3: Elektroforéza produktti druhé nested PCR za pouziti primert P1/P7 —F1/B6
— fU5/rU3

L — standard molekulové vahy, Vzorky jsou ocislovany podle seznamu vzorku (viz Tab. 2)
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Pro dalsi praci jsem vybral PCR pozitivni vzorky, tj. silny band odpovidajici
velikosti (Obr. 1 az 3, Tab. 11), a z agarosového gelu jsem izoloval amplifikovanou
DNA. V piipad¢ silného dvojbandu je vzorek druh¢ho bandu oznafen cislem s
pismenem B. Amplikon jsem pak vloZzil do pGem-T plazmidu a timto vektorem jsem
transformoval bakterie E. coli za pouziti metody transformace teplotnim Sokem.
Transformované bakterie jsem kultivoval a pomoci modro-bilé selekce vybral uspésné
transformované. Uspé&$nost transformace jsem ovéfil reakci ‘colony’ PCR, kde se jako
templat pouzije suspenze transformovanych bakterii, s vyhodnocenim elektroforézou na
agarosovém gelu (viz Obr. 4 az 10). U ‘colony” PCR reakce jsem zvolil vySsi pocet
amplifika¢nich cykli z divodu moZnosti vyuzit amplifikovanou DNA pro sekvenaci.

Z Gspésné transformovanych kolonii byly zaloZeny bakteridlni konzervy. Pro

sekvencovani byly vyuzity vzorky amplifikovan¢ DNA pomoci ‘colony” PCR.

Tab. 11: Vysledky PCR amplifikace a vybér pro transformace

Cislo vzorku | P1/P7 F1/B6 fU5/rU3 Vybrano pro
transformace

72 2 1 1 P1/P7

73 - 1 3 fU5/rU3

74 1 3 3 P1/P7

75 1 3 3 P1/P7

76 3 3 3 P1/P7

77 - - 1 fU5/rU3

78 - - 3 fU5/rU3

79 - - 1 fU5/rU3

80 - 2 3 F1/B6

81 1 1 1 P1/P7

82 - - 1 fU5/rU3

83 1 dva bandy | 1 dva bandy | - F1/B6 2 vzorky

84 - - - -

85 - 1 dva bandy | 3 F1/B6 2 vzorky

86 - - - -

87 - - - ---

88 - - - -

89 - - 3 fU5/rU3

90 - - - ---

91 - - - -

92 - - 3 fUs/ru3

93 - - - -

94 - 3 3 F1/B6

95 - 3 3 F1/B6

96 - 3 dva bandy | 3 F1/B6 2 vzorky
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Cislo vzorku | P1/P7 F1/B9 fU5/rU3 Vybrano pro
transformace

97 - - -

98 - 1 dva bandy | 2 F1/B6 2 vzorky

689 1 1 - P1/P7

690 3 3 3 P1/P7

691 1 3 3 P1/P7

¢islo 1 — slaby band, 2 — stfedné silny band, 3 — silny band, poml¢ka — bez bandu, negativni vysledek

PCR reakce

Obrazek 4: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s ozna¢enim

vzorkl vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv
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Obrazek 5: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s oznaenim

vzorkl vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv
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Cisla psana kurzivou — Cislo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyfmistné Cislo — €islo vzorku podle knihy izolaci

Obrazek 6: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s oznaenim

vzorkl vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv
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1 EEESEEEE a e o] 1 B2 7 e

™ T2 T3 T 75 76 7 TE ™™ Ed & g 83 B4

Cisla psana kurzivou — Cislo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyfmistné Cislo — ¢islo vzorku podle knihy izolaci
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Obrazek 7: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s ozna¢enim

vzorkd vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv

Cisla psana kurzivou — ¢islo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyimistné Cislo — €islo vzorku podle knihy izolaci

Obrazek 8: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s ozna¢enim

vzorkd vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv

Cisla psana kurzivou — ¢islo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyimistné Cislo — ¢islo vzorku podle knihy izolaci
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Obrazek 9: Elektroforéza produkti PCR testu transformovanych kolonii s ozna¢enim

vzorkd vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv

Cisla psanad kurzivou — Cislo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyfmistné Cislo — ¢islo vzorku podle knihy izolaci

Obrazek 10: Elektroforéza produktti PCR testu transformovanych kolonii s ozna¢enim

vzorkd vybranych pro zaloZeni bakterialnich konzerv
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Cisla psana kurzivou — ¢islo mikrozkumavky, ¢islo ve ¢tverci — kolonie vybrana pro tvorbu

bakterialni konzervy, ¢tyfmistné Cislo — ¢islo vzorku podle knihy izolaci
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Porovnani sekvenci BLAST

Sekvence ziskané sekvencovanim produktii reakce ‘colony” PCR jsem porovnal
v programu BLAST s jiZ existujicimi sekvencemi v databazi GenBank.

Ze dvandcti vzorkl izolovanych z pchace (Cirsium arvense) byly fytoplazmy
detekovany u Sesti vzorka. Vzorek 77 byl urCen jako fytoplazma skupiny Elms yellows
group 16SrV. Vzorky 78, 94, 95 a 96 byly na zaklad¢ srovnani s nejvice ptibuznymi
sekvencemi zafazeny do skupiny X-disease group 16Srlll. Vzorek 690 byl urcen jako
zastupce rodu fytoplazma, ale vzhledem k nelplnosti udaji u nejvice pfibuznych
sekvenci nebo nizké identity s dalSimi sekvencemi nebyla vyhodnocena skupina. U
vzorkli 689, 691, 86, 88, 90 a 91 nebyly ziskany sekvence.

Z patnacti vzorkll izolovanych ze svlaéce (Convolvulus arvensis) byly
fytoplazmy detekovany u deviti vzorkli. Vzorek 98 byl urcen jako fytoplazma skupiny
X-disease group 16Srlll. Vzorky 79 a 82 byly zatazeny mezi fytoplazmy skupiny Elms
yellows group 16SrV. Vzorky 73, 76, 80, 85, 89 a 92 patfi podle porovnani
s ptibuznymi sekvencemi do skupiny Stolbur group 15SrXII. U vzorka 75, 81, 83, 83B
a 85B byly podle srovnani sekvenci detekovany jiné organismy, obvykle
nekultivovatelné bakterie (viz Tab. 13 az 15). U vzorkd 72, 74 a 87 nebyly ziskany
sekvence.

Ve vzorcich lebedy lesklé (Atriplex sagittata), kokosky pastusi tobolky (Capsella
bursa-pastoris) a bramboru (Solanum tuberosum) nebyly fytoplazmy detekovany.

Hodnoceni podobnosti sekvenci analyzovanych vzorkt je shrnuto v Tabulkach 13, 14 a 15.

Tab. 13: Hodnoceni podobnosti ziskanych sekvenci analyzovanych vzorkl (primery

fUS/rU3)

Vzorek Accesion Maximalni Identita Popis

/kolonie  number skore

73/1,3 FJ409624.1 1609 99% Iranian plum phytoplasma PJ15 I 16SrXII
GU797558.1 1602 99% Iranian tomato big bus phytoplasma strain TBB17
FJ685752.1 1602 99% Apple stolbur phytoplasma 16SrXII
FJ409899.1 1602 99% Phytoplasma sp. BN-Ma202 16SrXII

Zavér: fytoplazma skupiny 16SrXII
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Vzorek
/Kolonie
73/5

77/3, 5

77/3, 5

78

82

89

79

92

Accesion
number
FI551414.1
EF998993.1

EU184021.1
FN562932.1
FJ611961.1

FJ207454.1
EU168791.1
EF031544.1
AY049029.1

EU184021.1
FN562932.1
FJ611961.1

FJ409624.1
GU797558.1
FJ685752.1
FJ409899.1

EU184021.1
FN562932.1
FJ611961.1

Y16391.1
DQ464999.1
F1943262

Maximalni Identita Popis
skore
Uncultered Rubrobacteriales bacterium
Uncultured Actinobacterium
Zavér: nejedna se o fytoplazmu
1600 99% Ca. Phytoplasma ulmi strain EYCZ1 16SrV
1594 99% Ca. Phytoplasma vitis 16SrV
1594 99% Ca. Phytoplasma vitis strain Portugall 16SrV
Zavér: fytoplazma skupiny 16SrV

1596
1591
1591
1591

Zaver:

1605
1600
1600

Zaver:

1618
1611
1611
1611

Zaver:

1615
1609
1609

Zaver:

1611
1555
1539

Zaver:

99% Schinus molle phytoplasma 16SrIII

99% 'Euscelidius variegatus' phytoplasma
99% Cranberry False Blossom phytoplasma
99% Gaillardia phyllody phytoplasma 16SrIIl

fytoplazma skupiny 16SrIII

99% Ca. Phytoplasma ulmi strain EYCZ1 16SrV
99% Ca. Phytoplasma vitis 16SrV
99% Ca. Phytoplasma vitis strain Portugall 16SrV

fytoplazma skupiny 16SrV

99% Iranian plum phytoplasma PJ15 I 16SrXII

99% Iranian tomato big bus phytoplasma strain TBB17
99% Apple stolbur phytoplasma 16SrXII

99% Phytoplasma sp. BN-Ma202 16SrXII

fytoplazma skupiny 16SrXII

99% Ca. Phytoplasma ulmi strain EYCZ1 16SrV
99% Ca. Phytoplasma vitis 16SrV
99% Ca. Phytoplasma vitis strain Portugall 16SrV

fytoplazma skupiny 16SrV

99% Bindweed yellows phytoplasma
98% Ca. Phytoplasma solani 16SrXII
98% Ca. Phytoplasma australiense NZ09156 16SrXII

fytoplazma skupiny 16SrXII
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Tab. 14: Hodnoceni podobnosti ziskanych sekvenci analyzovanych vzorkl (primery

Vzorek
/Kolonie

80

83

83B

85

94

85B/ 62

85B/ 61

85B/ 63

F1/B6)

Accesion
number
EU344887.1
EU344886.1
EU010006.1

CP001977.1
AE017283.1
AY354921.1

EU219972.1
AY257871.1
AF353690.1

EU344887.1
EU344886.1
EU010006.1

AY049029.1
AF173558.1
AF175304.1

EF998993.1
EU083731.1
FJ551414.1
GQ396927.1
FJ551414.1
EF998993.1

Maximalni Identita
skore

3024 99%
3024 99%
3013 99%
Zaver

2126
2126
2108

Zaver

854
852
841

Zaver:

3022
3022
3016

Zaver

3064
3064
3051

Zaver

865
857
931
826
909
852

Popis

Russia potato purple top ph. Rus-PPT100 16SrXII
Russia potato purple top ph. Rus-PPT97 16SrXII
Ca. Phytoplasma solani isolate 391 05 16SrXII

: fytoplazma skupiny 16SrXII

89%
89%
89%

Propionibacterium acnes SK137
Propionibacterium acnes KPA 171202

Propionibacterium sp. LG

: nejedna se o fytoplazmu

96%
97%
96%

99%
99%
99%

Paenibacillus sp. KMC003
Paenibacillus sp. MB2039

Paenibacillus naphthalenovorans

nejedna se o fytoplazmu

Russia potato purple top ph. Rus-PPT100 16SrXII
Russia potato purple top ph. Rus-PPT97 16SrXII
Ca. Phytoplasma solani isolate 391 05 16SrXII

: fytoplazma skupiny 16SrXII

99%
99%
99%

Gaillardia phyllody phytoplasma 16SrIIl
Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII
Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII

: fytoplazma skupiny 16SrIIl

99%
98%
89%
97%
89%
99%

Uncultured Actinobacterium clone G81
Uncultured bacterium clone NO8
Uncultured Rubrobacterales bacterium
Uncultured bacterium clone AK4AB2 03H
Uncultured Rubrobacterales bacterium

Uncultured Actinobacterium clone G81

Zavér: nejedna se o fytoplazmu
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Vzorek

95

96

96B

98

Accesion
number
AY049029.1
AF173558.1
AF175304.1

AY049029.1
AF173558.1
AF175304.1

EU219972.1
AY257871.1

AY049029.1
AF173558.1
AF175304.1

Tab. 15: Hodnoceni

Vzorek

690

75

P1/P7)

Accesion
number
X83438.1
Y15865.1
AF248961.1

DQ448721.1
AB374375.1

DQ448720.1

Maximalni Identita Popis

skore

3051 99% Gaillardia phyllody phytoplasma 16SrIIl
3051 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIlIl
3038 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII

Zavér: fytoplazma skupiny 16SrllI

3044 99% Gaillardia phyllody phytoplasma 16SrIII
3044 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII
3031 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII

Zavér: fytoplazma skupiny 16SrllI

854 96%
852 97%

Paenibacillus sp. KMC003
Paenibacillus sp. MB2039

Zavér: nejedna se o fytoplazmu

3048 99% Gaillardia phyllody phytoplasma 16SrIII
3048 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII
3035 99% Clover yellow edge phytoplasma 16SrIII

Zavér: fytoplazma skupiny 16SrllI

podobnosti ziskanych sekvenci analyzovanych vzorkl (primery

Maximalni Identita Popis

skore

3179 99% Mollicutes sp. 16S rRNA gene and tRNA-Ile
2830 95% Phytoplasma sp. 16S rRNA, tRNA-Ile genes
2808 94% BGWL phytoplasma 16S ribosomal RNA gene

Zavér: fytoplazma nezatrazena podle srovnani sekvence

2006 90% Marmoricola sp. CNJ872 PL04 16S rRNA gene

1965 89% Uncultured endolithic bacterium gene for 16S
rRNA

1964 90% Marmoricola sp. CNJ780 PL04 16S rRNA gene

Zavér: nejedna se o fytoplazmu
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Vzorek

76

81

Accesion
number
AF248959.1
EU086529.1
EU344887.1

CP001977.1
AE017283.1

Maximalni Identita Popis

skore

3179 98% Stolbur phytoplasma 16S rRNA gene 16SrXII
3171 98% Candidatus Phytoplasma solani 16SrXII

3129 98% Russia potato purple top phytoplasma 16SrXII

Zavér: fytoplazma skupiny 16SrXII
3085 98% Propionibacterium acnes SK137

3085 98% Propionibacterium acnes KPA171202

Zavér: nejedna se o fytoplazmu
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6 Diskuze

V této praci jsem detekoval a identifikoval fytoplazmy vyskytujici se na plevelnych
rostlindch pchaci (Cirsium arvense) a svlacci (Convolvulus arvensis) metodou
sekvenéni analyzy DNA ziskané nested PCR amplifikaci tseku 16SrDNA pi1 zvolené
kombinaci primert P1/P7 —F1/B6 — fU5/rU3.

Uspésnost detekee a identifikace fytoplazem zvolenou metodou byla uspokojiva, lze
tedy potvrdit vhodnost metody nested PCR suvedenou kombinaci primert, jak
doporucuje Franova et al. (2007). Taktéz nutno upozornit na ¢etné nespecifické reakce a
to zejména u paru primerd P1/P7. Naésledkem téchto nespecifickych reakci se
v nékterych vzorcich objevily sekvence 16STRNA genu propionovych bakterii, bakterii
piibuznych rodu Actinobacterium nebo bakterii skupiny Rubrobacteriales. Tyto bakterie
se mohly do vzorkll dostat kontaminacemi, napiiklad z ktize pracovnika laboratofe.
Nespecifitu reakci a moZnost detekce jiného organismu popisuji v literatufe 1 jini autofi
(Skrzeczkowski et al., 2001; Navratil ef al., 2005; 2007)

Na pchaci (Cirsium arvense) byly v nejvétsi mife nachazeny fytoplasmy zatazené
do skupiny X-disease group 16Srlll. Této skupiné odpovidaly Ctyfi vzorky ze Sesti
obsahujicich sekvenci fytoplazem. Vyskyt fytoplazem této skupiny na pchaci koreluje
s udaji uvadénymi v dostupné literatuie (Ranci¢ et al., 2005). Nové byla u vzorku ¢.
3777 nalezena sekvence 16SrRNA genu fytoplazmy zatfazené do skupiny Elms yellows
grou 16SrV. S touto skupinou fytoplazem jsem se v souvislosti s pchacem v literatute
nesetkal. Podle pfedb&zné analyzy byla na vzorku €. 2682 (Navratil Gstni sdéleni)
detekovana fytoplazma skupiny Rice yellow dwarf 16SrXI. Vyskyt fytoplazem této
skupiny nebyl u mého souboru vzorkl zaznamenan. Fytoplazmy skupiny Aster yellows
16Srl (Jomantiene et al., 1999 nepublikovdno) a skupiny Bermuda grass white leaf
16SrXIV (Marcone et al., 2004), jejichz vyskyt byl na pchaci zaznamenan, rovnéz
nebyly v testovaném souboru vzorkt detekovany.

V souborti vzorkii izolovanych ze svlacce (Convolvulus arvensis) byly u Sesti
vzorkl zdeviti na fytoplazmy pozitivnich detekovany podle ocekavani fytoplazmy
skupiny Stolbur group 15SrXII. Pfekvapenim byl opét vyskyt fytoplazmy skupiny Elms
yellows grou 16SrV ve vzorcich ¢. 3779 a 3782 a vyskyt fytoplazmy skupiny X-disease
group 16SrllII u vzorku €. 3798.
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7 Z.avér

V ramci bakalafské prace jsem podle dostupné literatury vypracoval literarni reSersi
na téma vyskyt a molekuldrni charakteristika fytoplazem vyskytujicich se na pchaci
(Cirsium arvense ).

V experimentalni ¢asti jsem detekoval fytoplazmy na rtiznych druzich plevela
pomoci metody nested PCR za pouziti kombinace primert P1/P7 —F1/B6 — fU5/rU3,
kterd se potvrdila jako velmi citlivd a dostupna metoda detekce fytoplazem, nicméné
v ptipad¢ primera P1/P7 byly nespecificky detekovany také jin¢ druhy bakterii.

Ve vzorcich izolovanych z pchace (Cirsium arvense) jsem detekoval fytoplazmy
skupiny 16SrIIl a 16SrV. Ve vzorcich izolovanych ze svlacce (Convolvulus arvensis)

jsem detekoval fytoplazmy skupiny 16SrIll, 16SrV a 16SrXII.
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