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1. Uvod

Fytoplazmy, prokaryotické organismy, jsou vgamymi patogeny rostlin. Zigobuji
velké ekonomické ztraty v zemklstvi a v rozvojovych zemich mohou byt jednouiip
hladu a chudoby. Infikuji vice nez 700 déutostlin zahrnujicich hospotiky vyznamné
plodiny, ovocné stromy, okrasné rostliny, zeleninplaré rostouci vegetaci (Bertaccini,
2007). Jedna se o péme¢ malo probadané organismy, u kterych probiha imt@nzyzkum
za &elem jejich kontroly. Vypuknuti epidemie je nezadoa fatalni, po napadeni rostlin a
projevu symptom systémové infekceé&Sinou neni mozné rostlinu zachranit, pokud neni
rezistentnici tolerantni wici fytoplazmam. Nafiklad v minulosti zasahly do Zivota mnoha
lidi v Africe a Karibské oblasti epidemie fytoplamena kokosovych palmach.iiBemz
mistni obyvatelstvo je zavislé na této rostlim hlediska vyzivy i finatnich gijma.
Propuknuti epidemie v roce 2001 na jablonicisppilo Skody za 100 milianeuro (Strauss,
2009). S globalnim oteplovanim se€e&ava zvySeny vyskyt onemagn zpisobenych
fytoplazmami, vzhledem Kk citlivostiékterych vektoli na chlad (Hogenhoudt al, 2008).
Vzhledem ké&mto fakiim by zemddélci nenéli podceiovat prevenci, ktera je jedinym
acinnym prostedkem v boji proti fytoplazméam.

Rostlinna fytopatologie se vyvijela po stalat jeji rozvoj zavisel na vyznamnych
objevech. Sestrojeni mikroskol ustanoveni Kochovych postulaivyznamm ovlivnilo
mnoho oblasti &y a znamenalo téz velky pokrok i ve fytopatolodiZz v roce 1743 byla
v Anglii Needhamem objevena mezi abnormnddkulatymi zrny pSenice hiaatka, avSak
spojitost s chorobou byla potvrzena az pgizéRoku 1867 prokazal Woronin spojitost mezi
nadory vzniklymi na keni kapusty a houbatazenou do Protozoi kmene Plasmodiomycota
Plasmodiophora brassicaénddorovka kapustovaRoku 1878 prokazal Burril spojitost
infekce zfisobenou bakterirwinia amylovora se symptomy spalyizovitych na hrusnich
a jablonich. Na p#tku devadesatych let 19. stoleti byla americkygdcem Erwinem
Smithem objeven patogefgrobacterium tumefaciensyytvarejici nadory na rostlinnych
pletivech. V dob, kdy probihaly dalSi objevy houbovych a bakteiidin rostlinnych
patogeri, holandsky ¥dec Adolf Mayer, v roce 1886ignes| savu z tabaku vykazujiciho
Zluto-zelenou mozaiku na zdravy tabak a pozorovakjuprojevy stejnych symptotn
Z patatku byly za fivodce tohoto onemoéni povazovany bakterie, jelikozZiippmnost
houbovych organisin se neprokazala. Nasleflnuvazoval Ivanowski o patogenigit
bakterialnich toxif ¢i velmi malych bakteriich, které by proSly poérytril. Roku 1898



Beijerinck vyvratil gitomnost mikroorganismu a zaiywdce onemocmi povazoval tzv.
infekéni tekutinu, kterou nazval virem. AZ do roku 193kdo newdél, co virus je a jak
vlastre vypada. V tomto roce byly detekované Stanleyentemmyg ze $avy nemocného
tabaku. Rok poté Bawden s kolegy prokazal takéomnost malého mnozstvi nukleove
kyseliny (RNA) ve 4w nemocného tabaku. V roce 1939 byl poprvé pozoroviéums

v elektronovém mikroskopu Kauschem a jeho kolegiern@r a Schramm v roce 1956
odstranili obalovy protein viru a zjistili, Zefipinou infekce zajigujici také reprodukci je
nukleova kyselina. V roce 1963 byla potvrzena flagejako mivodci choroby kavovniku
projevujici se deformacemi floému a vadnutimulisV roce 1976 byla tato Protozoa
oznaena jako pvodci chorob kokosovych palem v Africe a Jizni Aioer AZ do roku 1967
byly priznaky rostlin, Zloutnuti,cervenani, metlovitost stofk¢i proliferace vrchai
piisuzovany pra¥ virim, prestoze zadné nebyly identifikované. V tomto rocdy by
Japonsku pozorovany v transmisnim eletronovém rskapu (TEM) Doiem a jeho kolegy
organismy podobné mykoplazmam (MLOs) u rostliny azdljici metlovitost stonk
(Agrios, 1997). Vroce 1994 byly tyto organismy udasatém kongresu Mezinarodni
organizace mykoplazmologie nazvany fytoplazmamrose 2004 byl vytvien novy rod
"CandidatusPhytoplasma’(The IRPCM, 2004).

Fytoplazmy jsou vnitrobwtini obligatni parazité rostlin. Nachazeji se ve rioe
ojedirgle v pilehlych parenchymatickych hihach. Jednad se o bakterie monofyletického
taxonu ze iidy Molicutes, fylogeneticky ibuzné Gram-pozitivnim bakteriim s nizkym
obsahem G+C (Weisburgt al, 1989; Leeet al 2000). Jejich fenaSéi a souasre
hostitelskymi organismy je bodawsavy hmyz ziadu Hemiptera —iksy, mery, ploStice
(Christenseret al, 2005; Hogenhouet al, 2008). Fytoplazmy jsou organismyt$inou
pleomorfni ¢i sférické o velikosti 80 — 800 nm bez kiné stny, obklopené pouze
cytoplazmatickou membranou (Det al, 1967). Jsou vSeobetmpovazované za bakterie
nekultivovatelné in-vitro, proto byl pro ® zaveden provizorni tax@@andidatus
Phytoplasma’(IRCPM, 2004). Detekce a identifikaggoplazem je zalozena na PCR
amplifikaci a sekvenovani 16S rDNA (The IRPCM, 2D04 citlivéjSimu stanoveni a pro
zarazeni do skupin a podskupin se pouzivaji in&onzervované sekvence. Genom
fytoplazem je velmi redukovany, ztratiétéinu metabolickych géna zachoval si jen ty pro
nejzakladwjsi funkce (Kakizawaet al, 2001; Junget al 2003). Obsahujéetné potencialni
mobilni elementy (Baiet al, 2006). Pestoze jsou fytoplazmy zavislé ndijmu Zivin
z hostitelskych buik, jejich patogenicita neni zaloZzena na ubytkurziwifloému. Byly u

nich objeveny tzv. efektorové proteiny, které owliji expresi rostlinnych geénpro syntézu



hormoni, vyvojovych gefi a mohou také ovlivnit obranné reakce hostitelskétganismu
(Hogenhoutet al., 2008; Baiet al., 2009; Hogenhout & Music, 2010). V s@sné dob je
detekce fytoplazem zaloZen&edevSim na molekularnich metodach. Teprve s roavoje
téchto metod vznikla &rohodna klasifikace. Velmitdezité Zistavaji serologické metody,
biologické testy, TEM a zhodnocenfignaki, které nas prvothupozorni na fgtomnost
fytoplazem. Typické fiznaky nakazy fytoplazmami jsou virescence, fylpdieetlovitost
stonki, zwtSené pupeny, zkracena internodia a dalSi (Hoghartal, 2008).

Hedkladana prace je z&rena na praktickowast. Cilem vyzkumu bylo zjistit, ktera
fytoplazma infikuje prvosenku ¢R a detail® ji charakterizovat. JelikoZ jsou v s@sné
doke znamé dva druhy fytoplazenityii rizné kmeny) izolované z prvosenky ¥riecku a
Velké Britanii, zajimalo nas, zda se ceské prvosenky nenachazi jiny druh. Nppd
identifikace stejného druhu nas zajimala variabitiiznych gefi. K molekularni detekci
analyzované fytoplazmy jsem vyuzila metod PCR, P@ésted, RFLP a Sangerovo
sekvenovani. K identifikaci fytoplazmy byl pro arfidaci a nasledné sekvenovani primérn
zvolen velmi konzervativni genovy usek 16S — 238lADa poté mé# konzervované useky
rplO — map, rpsl19 — rps3, cpn60, tuf, pyrH, frrfBhZiskané sekvence jsem upravovala a

porovnavala se znAmymi sekvencemi uloZzenymi v daigBenBank programem Blast.

1.1. Cil prace

Cilem této prace bylo identifikovat pomoci eiallarnich metod, ktery druh fytoplazmy
infikoval petrkl¢ zahradni RPrimula acauli v CR vykazujici symptomy specifické pro
fytoplazmovéa onemoemi. DalSim cilem byla detailni geneticka charakeme studované

fytoplazmy.



2. Literarni piehled

2.1. Klasifikace fytoplazem

Red rozvojem molekularnich metod byly fytoplazmy didikovany zejména podle
biologickych vlasnosti. Vysledky takovychto vyzkimebyly vzdy jednozrimé a pokusy
byly ¢caso¥ i financné narané. S objevenim metody PCR a rozvojem dalSich médekich
metod se klasifikace fytoplazem zna zjednodusSila a Zgsnila. V sotasné dob se ke
klasifikaci fytoplazem vyuziva metody PCR, sekvedmiva RFLP pedevSim Useku 16S
rDNA, ktery je vysoce konzervovany. Na zaki&IFLP analyzy tohoto Useku bylo rozliSeno
14 skupin a 41 podskupin fytoplazem (leteal, 1998). Dale se ke klasifikaci a molekularni
charakterizaci vyuziva useku 16S — 23S rDNA genovataceru (Kirkpatriclet al, 1994),
Useku 23S rDNA, ribozomalnich protéir{Jomantieneet al, 1998, Leeet al, 1998),
transkrigniho faktoru Tu (Schneidet al,1997) s naslednym RFLP (Schneidéeal., 1993,
1997, Vibio et al, 1996, Leeet al, 1998). AvSak staleutkZitym pomocnym faktorem
k molekularnim metodamagtavaji biologické vlastnosti fytoplazem (Tsai, 29Bhiomi &
Sugiura, 1984, Kirkpatrick, 1992). The IRPCM (Imtational Research Programme for
Comparative Mycoplasmology) Phytoplasma/Spiroplagmacovni tym ustanovil pravidla
pro vytvaceni nového druhu. Podobnost sekvence 16S rDNA zkoénfytoplazmy se
sekvenci nejpodolysi fytoplazmy musi byt menSi nez 97,5% a délka ldikpvané
sekvence 16SrDNA musi bytétéi nez 1200 bazi. Existuji ovSem i vyjimky, kdy je
ustanoven novy druh, ifgsto, Ze sdili s nejpodakjdim druhem vice jak 97,5% shodnou
sekvenci 16S rDNA. Be se tak v fipad populaci fytoplazem, které jsou ekologicky
izolované a maji odlignbiologické vlastnosti, fytopatologické a molekulacharakteristiky
od nejgibuzrejSi fytoplazmy (The IRPCM, 2004). V stasné dob je kompletr
osekvenovany genonityt fytoplazem: ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, strain Onion
Yellows M (OY-M) (Oshimaetal., 2004), podskupina 16SriBZa. P. asteris’, strain Aster
yellows witches’-broom (AY-WB) (Baiet al., 2006), podskupina 16SrlAiCa. P.
australiense’ (Tran-Nguyegtal., 2008), skupina 16SrXIICa. P. mali’ (Kubeetal., 2008),
skupina 16SrX. Na z&kladsekverni analyzy 16S rDNA byly fytoplazmy rozliSeny dio t
fylogenetickych klastr. Prvni klastr zahrnuje skupinu 16Srl (Aster Yeloowroup) a
skupinu 16SrXIl, zahrnujici fytoplazmu stolbur (Biar group). Druhy klastr obsahuje
skupinu 16SrX, zahrnujici fytoplazmy skupiny pretdice jabloni (Apple proliferation

group). Teti klastr zahrnuje velké mnoZzstvi fytoplazem, erith jsou vyznamné skupiny



16Srlll (Western X group), 16SrlV (Lethal yellowimggoup) a 16SrV (EIm Yellows group)
(Hogenhoutet al, 2008). Osekvenovaurtyr fytoplazem a porovnani jejich celych genom
piineslo vyznamné informace o divetzitna molekularni Grovni mezi skupinami,
podskupinami a klastry fytoplazem (Oshietaal, 2004; Baktal., 2006).

2.2. Genom fytoplazem

Fytoplazmy jsou organismy s malym genomem pohybsgos rozmezi od 602 kbOa.
P. mali’) do 879 kb ‘Ca. P. australiense’) s vysokym obsahem bazi AT, 212 7%
genomu tveéi guanin a cytosinCa.P. mali’ obsahuje linearni chromozom, zatimco eliyl
osekvenovaneé fytoplazmy maji kruhovy chromozém ebal, 2008; Tran-Nguyest al,
2008; Baiet al, 2006; Oshimat al, 2004).Ca. Phytoplasma asteris’ OY — M mé velikost
genomu 861 kb (Oshimet al, 2004), zatimc€a. Phytoplasma asteris’ AY — WB 707 kb
(Bai et al, 2006). Genom fytoplazem je #em 500 — 840 geny, z nichz az 50% koduji
proteiny s dosud neznamou funkci, tzv. hypotetipkéteiny (Abramovitchet al., 2006;
Jones & Dangl, 2006). Velmi napadnym sgakam rysem vSech fytoplazem je rozsahla
redukce getn kédujicich mnoho metabolickych drah. Typickym zexakfytoplazem je ztrata
genu kodujiciho fF, typ ATP syntazy, ktery jeffiomny u ostatnich bakterii, tedy i u
piibuznych mykoplazem (Raziret al, 1998). Dokladaji to vysledky analy#Ztyi
osekvenovanych gendnfytoplazem (Oshimat al, 2004; Baiet al, 2006; Tran-Nguyeet
al., 2008; Kubeet al, 2008). Pedpoklada se, Ze membranovy potencial tajeSpst geni
kddujicich P typ ATP syntaz, které jsou podobné/Kaa H/K* Zivotidnym pumpam (Bai
et al, 2006; Christenseet al, 2005). Fytoplazmy jsourgjme velmi zavislé na tvofbATP
v procesu glykolyzy. Tomu odpovidaji i vysledky Bizg 30 kb dlouhého osekvenovaného
useku AY-W, ktery obsahuje duplikované geny kédugjiykolytické enzymy (Oshimat
al., 2007)Ca. P. mali’ postrada vSechny geny pro glykolyzu, pytuje tedy vytvéen
mimo tento proces (Kubet al, 2012). Mezi redukované metabolické drahyipa¢ntdzovy
cyklus, m@&ovinovy cyklus a drahy vedouci k syntéze mnoha akyselin (phenylalanin, d-
glutamin, d-glutamat, d-arginin, d-ornithin, d-alara d-glutathion) (Tran-Nguyeet al,
2008). Fytoplazmy tedy spoléhaji na své rostlinnémgyzi hostitele viisunu zakladnich
metabolifi. Tomu odpovida iitomnost mnoha génkddujicich fizné transportni systémy.
Pati mezi rt permeézy a ABC transportni systém zajji€i prisun oligopeptid, dipeptidi,
d- methioninu, maltézy, sacharo6zy, trehalozy, aanigkych ionti (Mn, Cn a Zn) a dalSich

10



dulezitych latek (Baiet al.,, 2006; Kubeet al., 2008). VSechnytyti osekvenované
fytoplazmy obsahuji ve svém genomilekity gen sodA, ktery kdduje Mn-SOD (superoxid
dismutazu), enzym, ktery inaktivuje reaktivni forraysliku, které produkuji rostlinyip
napadeni patogeny (Miugd al., 2012). Spolknym znakeniCa. Phytoplasma asteris’*@a.

P. australiense’ jsou mnateiné opakujici se kodujici sekvenceétdiha z nich jsou
uspdadané v klastrech nazvanych potencialni mobilnhergy (PMUs). U AY — WB byl
identifikovan PMU nazvany PMU 1 dlouhy 20 kb s 2&wenymi ¢tecimi ramci (ORF).
PMU 1 je ohranien na obou koncich sekvenci kédujici transpon&a6)(tz jedné strany je
vSak sekvence neuplna. Tato transponazatm@idranspozici pravgbodobré replikativnim
zpisobem. PMUL je také z obou stran ohtaniasekem invertovanych repetic dlouhym 327
bp (Baiet al., 2006, 2009). Transpozice mezi linearnim clomdmem a plasmidem byla
potvrzena uCa. P. asteris’ AY — WB (Torunet al, 2010). V oblasti PMUs se nachazeji
geny pro rekombinaci (HimA), replikaci DNA (ssb, aBy dnaG), syntézu (tmk),
transkrigni faktor (sigF) a mnoho génkodujicich membranové proteiny (famflB —
ATP-dependentni Zn proteaz&) proteiny utené k sekreci (Baet al., 2006, 2009).
Fytoplazmy AY-WB a OY- M wtSinou obsahuiji dalSi kratSi PMU nez PMUL1 se zknace
geny (potencialnimi pseudogeny) (EBdml., 2006). Ca. Phytoplasma australiense’ obsahuje
také mnohoetné kopie PMUs se pseudogeny (Tran-Ngugeml, 2008). Ca. P. mall’
obsahuje podobnou PMU s PMU1 fytoplazmy AY-WB, &vSehazi ji kompletni sekvence
pro transponazu (Kubet al., 2008). Ca. Phytoplasma asteris’ AY-WB a OY-M maji
v genomu nepravidetrrozmistné baze GC, coz zafidje jejich genomovou plasticitu. (Bai
et al., 2006; Kubeet al., 2008), zatimco Ca. P. mali’ ma vzhledem k pravidelnému
rozmistni GC stabilni genom (Kubet al., 2008). Vzhledem k zuZzenému okruhu hostitel
‘Ca. Phytoplasma mali’ [rostlinnym hostitelem je jaibla vektorem oligofagni mery (Mayer
et al, 2009)] ma tato fytoplazma daleko menSi pgpediobnost vyreny genetickée
informace s ostatnimi organismy na rozdilQeal P. asteris’ &a. P. australiense’, které jsou
piendSeny polyfagnimi vektory na Siroky okruh hokitgch rostlin (Hogenhouet al
2008). Pravépodobr z tohoto dvodu méa Ca. P. mali’ nejredukova$)Si genom s nejmén
mobilnimi elementy a Zadnou extrachromozomalni DNAporovnani se iémi
osekvenovanymi fytoplazmami (Sugio & Hogenhout, 201U Ca. P. asteris’ AY-WB a
OY-M a ‘Ca. P. australiense’ byla prokazana extrachromozonfE#NA. Kazdy plasmid
tom nese rpp a sbb gen z8éjgci replikaci a neznamé geny, z nichz &kterych je
piedpokladana lokalizace v cytoplazmatické membréBai et al, 2006). U plazmid

fytoplazem byla prokdzana rekombinace mezi chrommezd a plazmidem (Baital., 2006)
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a mezi jednotlivymi plazmidy dvou fytoplazem, coElmi pfispiva k jejich diverzit
(Nishigawa et al., 2002; Liefting et al., 2004). U fytoplazem je velmi pozoruhodné
Mikrocipy odhalily u Ca. P. asteris’ OY-M az 33% protdinkteré znénily svou expresi

v rostlinném hostiteli a vektoru (Oshimefial,, 2011). Nafiklad uCa. P. asteris’ AY — WB
byla prokadzana &Si exprese génzabudovanych v PMU uviithmyzich busk nez v
rostlinnych (Torunoet al, 2010). V pipact ‘Ca. P. asteris’ OY-M je TENGU protein
exprimovan ve #Si mie uvnit rostlinného hostitele (Hoshet al, 2009). AvSak

mechanismus rozpoznani odliSného peatitje dosud neznamy.

2.3. Fiznaky rostlin

Hiznaky rostlin se objevuji jako reakce na vznikiofekci. Mohou se liSit v souvislosti
s rozdilnou reakci rostlin na stejného patogeimirse také s infekci odliSnych fytoplazem,
st&im rostliny v dols infekce a jsou ovlivény také vrjSimi podminkami (McCoy, 1979;
McCoyetal., 1989; Leeetal., 2000; Seemiillegt al., 2002). Typické symptomy apobené
fytoplazmami jsou nasledujici: virescence (zelebanzeni k¢tu), fylodie (okwtni organy
pienenéneé v listy), metlovitost vyhaly kvétni abnormality vedouci ke ktni sterili, velké
pupeny, zkracovani a prodluZzovani internodii &ts&sné palisty. Mén specifické je
Zloutnuti ¢i cervendéni list, svinovani lish, zmenseni plad prediasny opad list,
zakrsnutost, odumiranitrelin od vrcholu (Hoghenhowtt al, 2008). Nakazena rostlina
nemusi vykazovat zadné&ipnaky, a pesto niize byt infekni, tomuto jevuiikame latentni
onemocgni. U nikterych rostlin nize také dochazet k remistipnaka (Marcone., 2010).
Jako indikatorova rostlina se pouziva barvinékovy (Catharanthus rosels jelikoz
vykazuje celou Skélu symptdmpii nakaze iwiznymi fytoplazmami. Je také dostate
tolerantni k fytoplazmam, takZe jim umozriepivat v rostlig ve vysokych koncentracich.

Je tedy vhodnou rostlinou k uchovavani izbf§toplazem (Bergest al, 2000).

2.4. Patogenicita fytoplazem a obrana rostlinnych dstiteli

Jelikoz fytoplazmy Ziji ve floému rostlin, nejviogliviwuji hostitelskou rostlinu snizenim
vodivé funkce sitkovic. K tomuto jevu dochézi uldain kaldzy v sitku sitkovic, které
vedou az knekroze floéemu (Musetti, 2010). Doch&ai k akumulaci karbohydnat
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v riznych¢astech rostlin a celkovému zhorSeni metabolickytiviarostlin (McCoy, 1979;
Leonet al, 1996; Lepkeet al, 1999; Tan & Whitlow, 2001; Maust al, 2003; Choket al,
2004). Dale je inhibovan transport aminokyselinZ eede ke zpomalenaistu a zakrslosti
(Lepkaet al, 1999). ZhorSuje se propustnositiguchi, coz ovliviiuje vodni rezim rostliny a
fotosyntézu. Celkayvse zhorSuje funkce fotosyntetického aparatu a&xddhnaruSeni toku
hormoni a Zivin v souvislosti s degradaci sitkovic (McC&9,79; Leoret al, 1996; Lepka
et al, 1999; Tan & Whitlow, 2001; Mausdt al, 2003; Choiet al, 2004). S ukladanim
Skrobu v chloroplastech souvisi rozklad chlorogia@tiusetti, 2010) a tvorba chloroz.
Predpoklada se, Zze symptomy rostlin nejsaisledkem spdebovavani Zzivin z floému
fytoplazmami. Fibuzné prokaryotni organismy zédy Molicutes, spiroplazmy, taktéz Zijici
ve floému rostlin, vykazuji ffiznaky Zloutnuti a zakrslost hostitelskych rostlkteré se
vyskytuji taktéz u fytoplazem. &oliv v ptipac spiroplazem jde o fjfznaky zmisobené
nerovnondrnou koncentraci glukézy a fruktézy ve floému, uofjfazem se za zdroj
patogenicity uvazuje jiny faktor (Andet al., 2005). K této hypotéze taktéligpiva fakt, Ze
fytoplazmy zpisobuji u hostitelskych rostlin rozmanité symptorkigré se u spiroplazem
nevyskytuji (Andreet al., 2005). Jsou jimi nd&jklad fylodie, virescence&i metlovitost
stonki. Za virulentni faktor je povazovana molekula zag@h do vyvoje rostliny, tzv.
efektorovy (virulentni) protein (Hogenhoet al., 2008; Baiet al., 2009). Tyto proteiny
ovliviuji vyvoj rostliny ku prosgchu fytoplazem a jejich vektbr Nagiklad zwtSovanim
plochy vegetativnicltasti rostlin a tedy i vyté&nim novych cévnich svazkse zlepSuji
podminky pro sani vektdra kladeni jejich vafiek. Napadena rostlinatbe byt také pro
vektory atraktivijSi nez rostlina zdravd, je to prayebdobré zpisobeno vyldovanim
tekavych latek, hmyzich atraktan{Mayer et al., 2008 a, b). Efektorové proteiny mohou
také ovlivnit vyvoj kwtu (virescence, fylodie), syntézu hornioa potl&it obranné reakce
rostlin i hmyzu (Hogenhout & Music, 2010). Vyznammyirulentnim proteinem je SAP 11,
prokdzany uCa. P. asteris’ AY-WB, ktery obsahuje jadernou sigredi (Baiet al, 2009).
SAP 11 zfisobuje u rostlin zkrouceni lista metlovitost stonk a byl také prokazén
pozitivni vliv na plodnost vektérsajicich na rostlinach s exprimovanym SAP 11 (Segi
al., 2011). Za dalSi virulentni faktor se povazujgélyC a flyC kodujici hemolyziny, které
zaji¥uji rozklad bugcné stny. DalSim moznym virulentnim proteinem je ATP-degentni
Zn proteaza kédovana genem hflB. Tento proteimfaudovan v bustné sténé fytoplazmy
a pravépodobré S&€pi hostitelské proteiny na jednotlivé aminokyselikieré pak vyuZzivaji
ve swij prosgch. DalSi moznou funkci je&teni proteid, které rostlina vytvid v obranné
reakci proti patogenu (Hogenhoettal., 2008). Protein TENGU byl identifikovan €a. P.
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asteris’ OY-M a byl ozn#n jako fivodce symptorin metlovitosti stonk a zakrsnuti rostlin
(Hoshiet al, 2009; Sugawarat al, 2013). Pomoci metody mikfiptu byla zjiS&na snizena
exprese geh pro syntézu auxinu Viftomnosti TENGU proteinu (Hoshet al, 2009;
Denancéet al, 2013). U rostlin, které jsou tolerantni k nak&g®plazmami, se uvaZuje o
dusledcich dlouhodobému vystaveni toxickych metabakikterych fytoplazem. #kladem
takovychto fytoplazem jsou: rice yellow dwarf, Augdian papaya dieback, lethal yellows of
coconut palms, Australian papaya dieback and riekow dwarf (Leonet al., 1996;
Siddiqueet al., 1998; Guthrieetal., 2001; Tan & Whitlow, 2001). Symptomy souvisegei
zmeénou koncentrace hormaornsou napiklad fylodie, fedtasné otevirani puperti kveteni.
Fytoplazmy pedevSim ovliviuji koncentraci auxinu (IAA). Pokus provedeny nawviraku
nakazeném fytoplazmou vykazoval az desetinAsobrmncektraci IAA oproti zdravé
kontrole (Pertokt al, 1998). DalSim hormonemikzitym v rostlinném vyvaoiji je cytokinin,
jehoz zvySena exprese prapddobré zpisobuje u hostitelskych rostlin fylodii (Kesumawati
et al., 2006) a virescenci,fipkteré se akumuluje cytokinin ve vysokych koncaoich v
kvétnich ¢astech rostlin (Davegt al., 1981). Fytoplazmy dale oviiuji syntézu expanzin
giberelini, kyseliny abscisové a ethylenu, jejichZz syntéztaje zvySenaipinfekci. Mezi
geny ovliviujici vyvoj rostlin pati LeWUSCHEL, LeCLAVATAL a LeDEFICIENSjchz
exprese je snizena, zatimco geALSIFLORAje upregulovan. Tento jev byl studovan u
rajcete nakazeného fytoplazmou stolburu, u kterehdigemn regulacedchto geri vytvorily
kvétni abnormality (Smart & Kirkpatrick 1996, Het al 1998). Rostliny nakazené
fytoplazmami zvysuji syntézuekterych chemickych latek jako nespecifickou obrgnoti
piitomnému patogenovi. Ratmezi ¢ nagiklad fenolické latky, polyaminy, alkaloidy a
raizné proteiny. Sifitomnosti patogena souvisi zvySené mnoZstvi pribtgioytoplaznd
rostlinnych bugk. Jedna se o proteiny syntetizované rostlinou jatk@na vci patogenovi
¢i rizné virulentni proteiny patogena. Mezi rostlinnéamimé proteiny péttzv. PR proteiny
(pathogenesis-related proteins)b-1,3-glukanazy, peroxidazy a chitindzy. Wkterych
rostlin bylo po odezii piiznaki zpisobené fytoplazmami detekovana nadprodukg®,H
(Musetti et al, 2007). Fenolické latky sefgdevSim nachazeji a akumuluji u tolerantnich
rostlin a jsou toxické pro patogena (Agrios, 1997ati mezi & nagiklad polyfenoly,
kyselina chlorgenova a gallotanin (Bruweti al, 2005). B ndkaze dochéazi také ke zvysSené
syntéze alkaloill a to fedevSim ajmalicinu, vindolinu, serpentinu, vinbilast vincristinu a
serpentinu (Favagt al, 2004).

Proti fytoplazmam je ¢ast&€né Gcinny tetracyklin. Toto antibiotikum zabrzdi

proteosyntézu navazanim se na 30S ribozomalni ¢oadlleu ribozému. Neni alefiis
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vhodné k pouZiti, jelikoz dochazi ucenych rostlin k navratu symptamMcCoy, 1982;
Kaminska & Silwa, 2003). U &kterych rostlin bylo po &kolika letech pozorovano
samovolné vymizeniffznaki zpisobené nakazou fytoplazmami (Oséeral, 2003). Pokud

se u rostliny doif let znovu neobjeviijiznaky, Ize ji povazovat za zdravou (Maixner, 2006)

2.5. Molekularni charakteristika fytoplazem

Pro vylwovani efektorovych protein ven z buiky potebuji fytoplazmy vlastni
sekretoricky aparat. U fytoplazmyCa P. asteris’ OY a AY-WB byl identifikovan
sekretoricky systém (Sec system) znam¥e.ucoli obsahujici it esencialni podjednotky
tohoto systému SecA, SecY, SecE, bez kterych biehaknepezila (Kakizawaetal., 2001,
2004). Zatimco velmi ddak charakterizovany Sec systéntucoli se sklada finejmensim
z 11 proteih a jednoho typu RNA (Economou, 1998),;Ca. P. asteris’ OY a AY-WB byl
identifikovan gen pro membranovy protein YidC (Oshiet al., 2004; Baiet al., 2006).
Tento protein zprogtdkovava zabudovani ostatnich proteilo cytoplazmatické membrany
a pomaha jim v orientaci v lipidové dvojvrst{Sereket al, 2004). \&tSina membranovych
proteini se fadi mezi tzv. imunodominantni membranové proteil3PE) (Shen & Lin,
1993), které jsou lokalizované na¢gi strar cytoplazmatické membrany (Milnet al.,
1995). Proto jsou tyto proteiny pouzivané k vyerd protilatek pro deteki serologické
metody (Kakizaweet al, 2010 ). Pravgpodobré se jedn& o adheziny, které fytoplazmam
umoziuji pilnout k vnitni strar cytoplazmatické membrany hostitele. V tomto ohledu
fytoplazmy velmi podobaji mykoplazmam (Marcone &geazino, 1996). IDPs rozliSujeme
na t odliSné typy: imunodominantni membranovy protgiimp), imunodominantni
membranovy protein A (idpA) a antigenni membrang@ntein (Amp). Amp asociuje
s mikrofilamenty hmyzu a vyt¥aAM komplex a tim ovliviuje grenos fytoplazem vektory a
uréuje tak specifitu fytoplazem ke hmyzim vekior u OY fytoplazmy (Kakizawaet al
2010, Suzuketal., 2006).

2.6. Metody detekce fytoplazem

Fytoplazmy niZzeme detekovat mnoha metodami, molekularnimi, sgrcktymi,
biologickymi, vizuél® (symptomy) a transmisni elektronovou mikroskopiEi). AvSak

vyraznou pekazkou v jejich detekci je jejich nerovndmé rozlozeni v rostlinach, nizka
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koncentrace, ifgdevSim u tevin, sezonni zeémy koncentace a migrace fytoplazem mezi
rostlinnymi organy (Firracet al, 2007). Proto byly pro molekularni metody navrzeny
vhodné protokoly pro zakoncentrovani DNA a jejikzisnejvysSi kvalg. To znamena
odstrani inhibicnich latek, ne&jasgji rostlinnych fenolickych latek a polysachatid
(predevSim u tkvin), které by mohly naruSit funkci DNA polymeragylarzachiet al,
2004). Ve vektorech byvaji fytoplazmytginou ve vySSich koncentracich (Waky al,
2008).

Dnes jsou nejpouzivgBimi a nejpesrgjSimi metodami metody molekularni. Z nichz se
vyuziva gredevsim PCR a jehdzanych modifikaci (PCR direct, PCR nested, real-tP@&R
a dalsi), s naslednou analyzou délkového polymurtfisestriknich fragment (RFLP) ¢i
sekvenovani. Bve se hojd pouzivala molekularni hybridizace (dot blot hyirate) (Clair
et al, 2003; Daviset al, 1992; Leeet al, 1998; Schaffet al, 1992) a dnes i hajn
mikrocipy. Ze serologickych metod se vyuzivd enzymovanitmi metoda ELISA a jeji
raizné modifikace (Brziret al, 2003). Dnes jiZ mé&npouzivanou metodou je dvojita difuze
v agaru. Dlezitou metodou ustavaji biologické testy, které jsou zalozené ianpsu
fytoplazem na hostitelskou rostlinu. Hahezi ré prenos roubovanim, vektoty kokotici na
barvinek tiZzovy (Franova, 2008). Vizualni stanoveni fytoplazepodle gitomnosti
specifickych symptorin neni zcela jednoziiaé. Proto je nezbytné vyuzit i dalSi metody.
Jelikoz se velikost fytoplazem pohybuje v rozme@i-8800 nm (Doiet al, 1967), jsou
pozorovatelné uvnitsitkovic pouze v elektronovéem mikroskopu. K deteitoplazem se
také vyuziva rychlé metody fluoresc¢ein mikroskopie, u které se vzorek barvi DNA
fluorochromem DAPI (4 -6- diamidino-2-fenylindol.ZH) (Franova, 2008).

Mezi molekularnimi metodami je v s@sné dob hojr¢ pouzivano Real-time PCR.
Vzhledem k tomu, Ze neni geba produkt amplifikace nanaSet na gel, cely proetskce
se urychli. Metoda je velmi citliva a zareveimoziuje kvantitativni stanoveni DNA
(Galetto & Marzach, 2010). zakladem kvantitativniho stanoveni je expwialni naist
syntetizovanych vlaken. Po 35 cyklech je nasymetinych 2° molekul DNA. Pro detekci
nasyntetizovanych molekul v kazdém cyklu se vyuii@rkala&niho barviva, fluoresceén¢
znatenych sond¢i primeri (Smardaet al, 2005). U této metody sedt pouziva
SYBR® Green, ktery se vaze do malého zlabku thtegcové DNA. V kazdém cyklu se
s mnozstvim amplifikované DNA zvySuje mnozstvi flescence SYBR Greenu.
Problémem p pouZziti této fluorescemi latky je jeji nespecifické navazani na DNA. Pro
specifické navazani se pouzivaji sondy TagqMarkteré maji na 5 konci navazanou

fluoresceni molekulu a na 3" konci zh&SePo vysEpeni ¢asti proby s fluoresceni
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znatkou 5’exonukledzovou aktivitou Taq DNA-polymeradpchazi k fluorescenci, ktera je
detekovana specialnim termocyclerem se schopnestkek fluorescence (Smarda al,
2005). Existuje mnoho dalSich metod pro detekcdpkai real-time PCR, avSak rigjst;ji
se k detekci fytoplazem vyuzivaji tytodmetody.

U rostlin se velmgasto vyskytuji sisné infekce patogén Nagiklad u pSenice jsou
¢asto identifikovanyétyii druhy vini za gitomnosti fytoplazmy (Taoet al, 2012).
K molekularnimu stanoveni takovych infekci je vhédmouzit multiplex PCR. @ezitym
piedpokladem je navrZzeni priniema konzervované useky DNA v genomu déhch
patogefi zpisobujicich infekci. Jejich annealingova teplota migt totoZzna. Spotmé
reakéni prostedi pro jednotlivé reakce musi gdre optimalizované. Vyhodou této metody
je usporaasu a financi (Taet al, 2012).

Hojre pouzivanou serologickou metodou je ELISA (Enzynieked Immuno-Sorbent
Assay), jejiz vyhodou je zpracovani velkého mnadzsizorki najednou a mozna
automatizace. Vysoce specifickou modifikaci je DABouble-Antibody-Sandwich) —
ELISA (Bos, 1999). Pro detekci fytoplazem se vSagkiAivaji i jeji modifikace. Jak jiz
Zz ndzvu vyplyva, jednd se o imunno-enzymatickowkaiegejiz jednotlivé kroky na sebe
i¢tézove navazuji. Hlavni komponent reakce, protilatky wybné imunizaci saho
imunitniho systému — imunoglobuliny (produkty B-Hgayti), maji schopnost vazat se na
povrch plastov&i polyvinilové destéky (Bos, 1999). Pravnavazani imunoglobulinna
povrch této mikrotitrani destéky je prvnim a zasadnim krokem. Nasleduje napi@etov
vzorku a znovu protilatky, ktera je konjugovananzyemem. V pipad piitomnosti dané
fytoplazmy vznikne komplex protilatka-antigen-ptatka, tzv. sandwich. Enzymiipojen
k druhé pidané protilatce byva n&gstji kienova peroxidazai alkalicka fosfataza.
Poslednim krokem metody jefigani substratu (p — nitrofenylfosfat pro alkalioko
fosfatazu), ktery spusti enzymatickou reakci veddubarevné zmrng, ktera je pouhym
okem viditeln& a dale se analyzuje pomoci spekinofetru (Bos, 1999).

DalSi hoj# pouzivanou a vhodnou metodou k detekci fytoplazeou mikra@ipy.
Zakladem této metody je molekularni hybridizace&kdliv se po rozvoji PCR dostaly
metody zaloZzené na tomto principu do Ustrani, ndikso nyni zaji$uji rychlou a
spolehlivou detekci fytoplazem. Jednd se o metqai, které se tisice prob fighyti
k pevnému podkladu. Hybridizujici sekvence jsou¢ena fluorescemi barvou, aby bylo

mozné detekovat jejichfppomnost (Rinaldis, 2005).
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2.7. Pohyb fytoplazem uvnif hostitela

Jak bylo dive freceno, fytoplazmy osidluji dva druhy hostitel rostliny a hmyzi vektory
Hmyzem jsou fenaSeny propagatigncirkulativre, perzistentt a ojedirgle transovarialé
(Alma et al., 1997).Dostavaji se doéta hmyziho hostiteleips stylety, kterymi je nasavan
obsah floému rostlin i sfgomnymi fytoplazmami. Fytoplazmy pak doputuji dt¥esa
vektora a po fekonani jeho epitelialni vrstvy vstoupi déesnich bugk a replikuji se. Ze
streva dale putuji do hemolymfy a taktéz se replikBjircellet al., 1981). Podminkou pro
pienos fytoplazem a infékost hmyzu je jejich ifitomnost a replikace ve slinnych Zlazach
(Fialova, 2008). Doba séani vektora imtina k pijmu dostaténého mnozstvi fytoplazem se
nazyva akvizini doba sani (AAP - acquisition access period)dkte odehrava v rozmezi
par minut az &olik hodin (Purcell, 1982). Inkuldai doba, doba kdy fytoplazma projde
tkaremi hmyzu a dostat®¢ se namnozi, praégodobr trva od 10 — 21 dn Latentni
perioda je doba, ktera uplyne od¢pteiniho nasati fytoplazem z floému do koéného
namnoZzeni fytoplazem ve slinnych zlazach, kdy f@pen vektor jejichignosu (Weintraub
& Beanland, 2006). Délka latentni periody je zéalesti interakce mezi vektorem a
fytoplazmou. Pokud jsou tedytuané druhy vektar napadené stejnou fytoplazmou,
pravdépodobré budou délky latentnich period odliSné. Kafad chrysanthemum yellows
fytoplazma je penositelna po osmnacti dnech u vektddacrostele quadripunctulatys
zatimco za 30 dni Huscelidius variegatu@oscoet al, 2007).Vztah fytoplazem ke hmyzu
ztadu Hemiptera neni zcela jasny, &kterych gipadech se jedna o parazitismus (Madden
etal., 1995), gkteré fytoplazmy jsou proénprosgsné, jak bylo prokazano u samk kisa
Macrosteles quadrilineatusakazenych fytoplazmou ze skupiny Zloutenky afeanland
et al., 2000), u jinych druln nebyl pozorovan zadny vliv. Vektoribe sanim z jediného
druhu rostliny ¢i z nékolika druhi, v pripad® polyfagniho vektora, ziskat vice dfuh
fytoplazem, které spai@é mohou interagovat. S¥ané infekce jsowasto detekovany
v hmyzich vektorech i v rostlinach. Dochazi také dteéssnym infekcim fytoplazem se
spiroplazmami a fytoplazem sviry, u kterych byleokfzana interakce. N#glad u
Macrosteles quadrilineatusakazeného fytoplazmou aster yellows a virem oa¢ lolwarf
virus byla prokazana interakce snizenifarsu obou patogér(Hsu & Banttari, 1979). U
vektora Dalbulus maidis byla prokazana interakce fytoplazmy maize bushyntst
phytoplasma se spiroplazmou corn stunt spiropladPadogen s vysSi virulenci, v tomto
piipadt spiroplazma, postugninhibuje genos fytoplazmy. # prvnim sani dochazi

k ptenosu obou fytoplazem a p@&jicse genasi jen agresi¥jsi patogen. redpoklada se, ze
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jak v rostlinném hostiteli, tak ve vektorovi doch&e kompetici o hostitelskou tkakterou
vyhraje rychleji se replikujici patogen (Maramorost958).

Pohyb fytoplazem uvititrostlinnych hostitél, jejich koncentrace a individualni reakce
rostlin vyznams ovliviwuji projevy nakazy u rostlin. Po penetraci sitkoftfm@mu stylety
hmyzu dochazi k nakaze rostliny. Fytoplazmy se pafiyvtoku asimilai smérem
z infikovaného pletiva do kene a pak do vrcholovyatasti rostlin, az do Kti. NejvysSi
koncetrace fytoplazem je dosazeno prae vrcholovychéastech rostlin s ptnvyvinutymi
symptomy, poté v mladSich listech a velmi malo dejovych listech. Pravvrcholovécasti
rostlin jsou nejetSim zdrojem Zivin, proto prévzde dochézi k akumulaci fytoplazem
(Christenseret al., 2004).U ‘Ca. Phytoplasma asteris’ OY byla pomoci metedI+time
PCR a imunohistochemickych technik na rostii®hrysanthemum coronariughetekovana
dynamika fytoplazem. Z infikovaného listu se tagtoplazma Bhem jednoho dne dostala do
stonku, dalSim dnem osidlilatemy a vrcholov&asti rostlin, zatimco migrace do spodnich
listt nastala po 7 — 21 dnech. Mezi 14 — 28 dnem infeks#o k Sestindsobnému zvyseni
koncentrace fytoplazem v keni a listech, jak prokazala kvantitativni PCR (Végial.,
2004). Chovani viceéi mére pribuznych fytoplazem v rostlinach seibe zng&n¢ odliSovat.
Nap‘iklad dva kmeny fytoplazmyCa. P. asteris’ SAY a DAY se liSi v rychlosti koloaize
rostliny véase. Kmen SAY je povaZzovan za agreg$noproti kmenu DAY. Hostitelska
rostlina Catharanthus roselsvykazuje piznaky systémové infekce u kmene SAY azZ o
jeden tyden tlve, coz poukazuje na rychlejSi migraci fytoplazétoctyrech tydnech vsak
dochazi k vyznamnému sniZeni koncentrace fytoplaa®m@nu SAY, zatimco kmen DAY
dale zvySuje svou koncentraci (Kuske & Kirkpatrid92). Pohyb fytoplazem v rostlinach
je v mirném pasu ovlivim racnim obdobim. U &kterych listnatych tevin dochazi na konci
podzimuci na z&atku zimy k degradaci sitkovic. Tyto fyziologickénény spolu s chovanim
fytoplazem byly pozorovany u hruSa jabloré nakazené fytoplazmamCa. P. mali’ a Ca.

P. pyri’. JelikoZz jsou fytoplazmy zavislé na fumkm floému, migruji vtomto obdobi
z nadzemnicltésti rostlin do kieni, kde geckavaji nepiznivé obdobi. Po znovuvytieni
sitkovic se fytoplazmy iesunuji zpt do nadzemnicltasti rostlin. Mechanismus pohybu
fytoplazem neni dosud zji&t. Koncentrace fytoplazem je rozdilna u bylinfevin. Zatimco
bylinni hostitelé umaiuji fytoplazmam dosahnout vysSich koncentracifewithach se
vétSinou nachéazeji v nizSich koncentracich, kterésmraduji jejich detekci (Bergest al,
2000). Byliny s vysokou koncentraci fytoplazem peaaé jako indikatorove rostliny jsou
piedevsim barvinekizovy (Catharanthus roseQsdale celer, tabak, salat, brukev a dalSi

(Bergeset al, 2000). Existuji i ¢evinni hostitelé, u kterych se fytoplazmy vyskytug
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vySSich koncetracich. Wahto hostital je mozny odliSny mechanismus patogenicity. AvSak
dulezitym faktorem #stava odliSna citlivost hostitele k fytoplazmam. piiklad u
fytoplazmy proliferace jablahbyla zjiS€na u hostital Malus domesticaMalus silvestris
vysoka koncentraceéthto fytoplazem v souvisloti s nizkou citlivosti dtieele k nim.
Sitkovice a mnozstvi Skrobu se dchito hostitel priliS neliSilo od zdravych rostlin. Tito
hostitelé tedy tvili ideélni podminky pro Zivot a mnoZeni fytoplazeatimco nafiklad u
Malus kansuensia Malus sargentiibbyly prokadzany rozsahlé nekrozy floému, ubyteloBlar

a dochazelo kKastému uhynuigvin, fytoplazmy se u¢thto hostitel nachazely v malych
koncentracich kidi nepfiznivéemu prosedi vytvadenému velmi citlivym hostitelem (Kartte
& Seemiiller, 1991a, b).

2.8. Epidemiologie fytoplazem

Jelikoz jsou fytoplazmy nebezppgmi patogeny rostlin, které #pobuji velké
ekonomickeé ztraty v ze#délstvi a uzdravovani napadenych rostlin je obtizninancné
epidemiologii fytoplazem, kterd souvistegevsim s chovanim hmyzich vektoa jejich
potravnimi preferencemi, které cufi hostitelsky okruh rostlin. Kroth hmyzich a
rostlinnych hostiteél jsou velmi dilezité podminky prosedi, ve kterych se hostitel nachazi.
Vzhledem ké&mto znalostem lIze tit maximalni a minimalni pravghodobnost vyskytu
onemocgni zpisobeného fytoplazmami ndklad u fiznych zemidélskych plodin
(Constable, 2010). Je tedy vhodné mit zmapovargnterokoli pole¢i ovocného sadu a
piedpowdét tak nalet vektar. Velmi (&innou ochranou proti nakaze fytoplazmami je
odctleni vektofi a rostlinéaso¥ a prostorov (Maddenet al, 2007). Vytvdeni takového
planu neni jednoduché, jelikoz fytoplazmy magny vztah k rostlinnému hostiteli. Zarave
vektai fytoplazem mohou byt jak polyfagni, tak monofagdagiklad fytoplazmy skupiny
Zloutenky aster jsouipnaseny desitkami vekfodo stovek rostlinnych hostitel Taktéz X-
disease fytoplazma jergnaSena mnoha vektory do mnoha hostitelskych modtéeet al,
2000). Soutasny p@et vektoni prendsejici izné fytoplazmy neni definitivni. Jelikoz stale
dochazi k penosu fytoplazem na mista, kde nebylyqdni. Nasledkem tohoto jevu dochazi
k rozsahlym epidemiim.iikladem takoveého roz&ni je epidemie fytoplazmy flavescence
doree na vinné réw jizni Evro, kam byl introdukovarscaphoideus titanu§Veintraub &
Wilson, 2010)
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3. Material a metody

Nasledujici pasaz o rozsahu deviti stran aljgahtajované skut@osti a je obsaZzena
pouze v archivovaném originale bakakeé prace ulozeném n#é®dowdecké fakuk JU.
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4. Vysledky

Nasledujici pasaz o rozsahiti gtran obsahuje utajované skirtesti a je obsaZzena pouze
v archivovaném originale baka$ké prace ulozeném nai®dowdecké fakuk JU.
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5. Diskuze

Nasledujici pasadZ o rozsahu dvou stran obealmajované skuteosti a je obsazena
pouze v archivovaném originéle bakakeé prace ulozeném n#é®dowdecké fakuk JU.
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6. Zawér
Nasledujici pasaz o rozsahu dvou stran obeatgjované skut@osti a je obsazena

pouze v archivovaném originale bakakeé prace ulozeném n#é®dowdecké fakuk JU.
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8. Prilohy

Nasledujici pasaz o rozsahu deseti stran afsakbajované skuteosti a je obsazena

pouze v archivovaném originale bakaké prace ulozeném n#é®dowdecké fakuk JU.
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