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SOUHRN

Fytoplazmy jsou mikroorganismy bez pevné bunééné stény zplisobujici onemocnéni u stovek
drunl rostlin. Na hostitelské organismy jsou pFenaseny pomoci hmyzich vektord.
Taxonomicky jsou rozdéleny pfedevsim podle sekvence konzervovaného genu 16S r DNA,
do 16 skupin. Prace se zabyva charakteristikou a identifikaci fytoplazem predbézné
zafazenych do skupiny Bermuda grass white leaf (16SrXI1V) infikujicich plevele na Jizni
Moravé. Fytoplazmy skupiny 16SrXIV se vyskytuji témér po celém svété, a infikuji
predevsim jednodélozné rostliny, u kterych zplsobuji chlorézy a metlovitost. Hlavnim
zastupcem skupiny je Bermuda grass white leaf fytoplazma (Candidatus Phytoplasma
cynodontis) parazitujici hlavné na rostlinach troskutu prstnatého (Cynodon dactylon (L.)
Pers.), vyskytujici se nejvice na asijském kontinentu.

Molekularné genetické analyzy dvou vzork(l fytoplazem izolovanych z pchace osetu Cirsium
arvense (L.) Scop., vyloucily jejich prislusnost ke skupiné fytoplazem Bermuda grass white
leaf (16SrXI1V) a prokazaly jejich fylogenetickou pFibuznost s fytoplazmami skupiny Rice
yellow dwarf (16SrX1). Detailni analyza sekvence 16S rDNA genu naznaCila mozZnost, Ze se
jedna o novy druh fytoplazmy. Pro potvrzeni této skutecnosti je nezbytné analyzovat

variabilitu dalSich, a to neribozomalnich gen.



SUMMARY

Phytoplasmas are wall-less microorganisms causing disease in hundreds of economically
important plants.They are transmitted in the host organisms through the insect vectors.
Taxonomically they are divided mainly accordning to the sequence of gene 16S rDNA into
16 groups. This work deals with characteristics and identification of phytoplasmas
preliminary identified as a members of group Bermuda grass white leaf (16SrXI1V) infecting
weeds on the South Moravia. Phytoplasmas of group 16SrXIV can be found almost all over
the world, in particular they infect monocots plants, to which they cause chlorosis and
witches-broom. The major representative phytoplasma of group is Bermuda grass white leaf
phytoplasma (Candidatus Phytoplasma cynodontis). It parasites mainly on the plants
Bermuda grass (cynodon dactylon (L.) Pers.), which can be found mostly on the Asian
continent.

Molecular-genetic analysis of two samples of phytoplasmas isolated from Cirsium arvense
(L.) Scop. Excluded their count among to the group Bermuda grass white leaf (16SrXIV) and
have shown their phylogenetic relationship with group Rice yellow dwarf (16SrXI). Detailed
analysis of sequence 16S rDNA gene indicated the possibility that it is a new species of
phytoplasma. To confirme this fact, it is necessary to analyze variability of other

nonribosomal genes.
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1 CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe zamérené na problematiku genetické variability fytoplazem ze
skupiny Bermuda white leaf (16SrXIV).

2. Experimentalni ¢ast:

Izolace vybranych segmentli 16S rDNA z izolatl fytoplazem ziskanych z Cirsium arvense na
jizni Moravé, predbézné zarazenych do skupiny 16SrXIV, jejich multiplikace v pGEM-T
plazmidu, sekvencovani (ABI PRISM 3730) a fylogenetickd analyza ziskanych sekvenci
16S rDNA (GenBank, BLAST, iPhyClassifier, MEGA).



2 UVOD

PredloZend préce se zabyva molekularné biologickou charakteristikou fytoplazem, predbézné
zafazenych do skupiny Bermuda grass white leaf (16SrXIV) infikujici plevele na jizni
Moravé. Fytoplazmy byly detekovany v rostlinach pchace osetu (Cirsium arvens (L.) Scop.)
pomoci PCR amplifikace a analyzy sekvence produktd. Tyto sekvence byly nasledné
fylogenetickou analyzou porovnany se sekvencemi fytoplazem skupiny Bermuda white leaf a
Rice yellow dwarf, ziskanych z databdze GenBank.

Fytoplazmy patfi mezi intrabunécné patogeny Zijici v sitkovicich rostlin a slinnych Zlazéch
hmyzu, ktery zéroven slouZi jako vektor. Jsou to prokaryotni organismy bez bunécné stény,
nejsou kultivovatelné in vitro, coZz dlouhou dobu znemoZfovalo jejich spravny popis a
zafazeni. Jejich studium je velmi dllezité protoZe napadaji velké mnoZstvi rostlinnych, ¢asto
hospodarsky vyznamnych hostiteld, u kterych zpdsobuji nejcastéji Zloutenky, proliferaci,
zakrnéni az odumfeni rostliny a maji tedy wvelky ekonomicky wvyznam. UZ na
pocatku devatenactého stoleti byly popisovany Zloutenky, které jak uz dnes vime, byly
zplsobeny fytoplazmami. Tehdy se vSak predpokladalo, Ze plivodcem chorob jsou viry.
Pozdégji byly tyto netradiCni organismy popsany jako organismy podobné mykoplazmédm
(MLOs) na zékladé podobnosti bunék, pozorovanych elektronovym mikroskopem. Teprve
srozvojem metod molekularni biologie bylo mozZné spravné charakterizovat jednotlivé
fytoplazmy izolované zrlznych druhl napadenych rostlin, stanovit jejich genetickou

pfibuznost a vytvofit jejich taxonomickou klasifikaci.



3. LITERARNI PREHLED

3.1 Obecna charakteristika fytoplazem

Trivialni ndzev fytoplazma byl pfijat pro nehelikalni prokaryota bez bunécné stény, tvofici
monofyletickou skupinu v ramci tfidy Mollicutes, dfive znamé jako mykoplasmam podobné
organismy (mycoplasma like organisms, MLOs) (IPRCM, 2004).

Prvni dllkazy o tom, Ze nékteré choroby rostlin jsou spojeny s napadenim
floému prokaryotickymi organismy, které jsou podobné mykoplasmam, poprvé prezentoval
Doi a spolupracovnici jiz v roce 1967. Dnes uz vime, ze fytoplazmy zplsobuji choroby u
stovek ekonomicky dulezitych rostlin (Bai et al., 2006). Onemocnéni spojené s fytoplazmami
se Sifi po celém svété a v nékolika pFipadech jsou spojeny s tézkymi epidemiemi (Bertaccini,
2007). Fytoplazmy osidluji sitkovice floému a velmi zfidka také parenchymatické buriky
cevnatych rostlin a hemolymfu, slinné Zlazy a jiné orgdny hmyzu. V hmyzich hostitelich
mize infekce zplsobit predcasnou Umrtnost. V' rostlinnych hostitelych mize vyvolat
komplexni syndromy s konkrétnimi pfiznaky, jako jsou napfiklad virescence, chlorozy,
sterilita kvétll, zakrslost, proliferace axilarnich vyhonkd a mnoho dalSich, ¢asto méné
specifickych priznak(l (Lee et al., 2000). Podobné pfiznaky mohou byt vyvolané odlisnymi
druhy fytoplazem, zatim co nesourodé symptomy lze vyvolat U(zce souvisejicimi
fytoplazmami. Fytoplazmy jsou nejCastéji prenaSeny pomoci hmyzich vektor( Fadu
Hemiptera. (Lee et al., 1998). Casta je také spolecna infekce rostlin a hmyzu fytoplazmou a
spiroplazmou (Bai et al., 2006). Mezi nejbézngjsi postupy kontroly chorob zplsobenych
fytoplazmami patfi postfik insekticidy, které brani hmyzim vektorlim pfenosu fytoplazem na
zdravé rostliny a také odstanéni infikovanych rostlin (Hogenhout et al., 2008).

Fytoplazmy jsou obklopeny jednoduchou membranou, nemaji pevné bunécné stény a jsou
proto pleomorfniho tvaru s primérem 200-800 nm (Doi et al., 1967, cit. Bertaccini, 2007).
Morfologif a ultrastrukturou jsou podobné mykoplazmattim, které jsou vyznamnymi patogeny
lidi a zvifat (Seemuller et al., 1998). Bylo zjisténo, Ze fytoplazmy jsou citlivé na antibiotika
tetracyklinové skupiny, ale ne k penicilinu (Ishiie et al., 1967, cit. The IRPCM, 2004) a jejich
membrany jsou odolné vici digitoninu a citlivé na hypotonické roztoky soli (Lim et al.,
1992).
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Fytoplazmy prozatim nebyly kultivovany v cell-free médiu coZ ukazuje, Ze maji rdzné
metabolizmy a pravdépodobné maji vice omezené genomy nez jini zastupci Mollicutes (Bai et
al., 2006).

3.1.1 Genom fytoplazem

Velikost genomu se pohybuje od 530 do 1350 kb, je tvofen pfevazné kruhovitymi molekulami
podobné jako u bakterii a u jednotlivych skupin fytoplazem se 1isi, coZ naznaCuje, Ze doSlo ke
ztraté rlzného mnozstvi genetického materialu fytoplazem tvoricich rdzné fylogenetické
skupiny (Marcone et al., 1999). Nejvétsi rozsah velikosti genomu byl zjistén u skupiny
X-disease group (670-1075 kb) a u Aster yellow group (660-1130 kb). U ostatnich skupin je
tento rozsah velikosti uzsi. Nejmensi chromozdm, 530 kb, byl nalezen v izolatech fytoplazmy
Bermuda grass white leaf (BGWL) (Marcone et al., 1999).

Fytoplazmy maji genom bohaty na repetice, které jsou usporadany do velkych klastrd
potencidlnich mobilnich jednotek, dale jen PMU, které umozZiuji vytvoreni variability a zdaji
se byt jedine€né pro fytoplazmy. PMU elementy obsahuji geny pro membranoveé proteiny a
jsou tedy dulezité v interakci s prostfedim. Exprese téchto genli mlZe nastat procesem
cirkulace a replikacéni transpozice a jeji regulace je jednou ze strategii pro prizpdsobeni se
rlznym prostfedim. Genomové presmyky prostrednictvim expansi a deleci PMUs jsou
evoluénim faktorem umoziujicim fytoplazmam infikovat Siroké spektrum hostiteld a
prizplsobit se rlznym vektor(m (Bai et al., 2006).

DNA ma nizky obsah bazi G-C (asi 23-26 %), coZ bylo prvni molekularni charakteristikou
naznacCujici blizky vztah k Mollicutes (Kollar et Seemdller, 1989). Fytoplazmy pouZivaji
UGA jako stop kodon a ne jako kodon tryptofanu, stejné jako nékteré mykoplazmy (Lim a
Sears, 1991).

3.1.2 Hostitelé a vektofi fytoplazem

PFirozenym hostitelem fytoplazem jsou rostliny a hmyz. Hmyz slouZi predevSim k prenosu
fytoplazem na rostlinné hostitele. Okruh hostitelskych rostlin a hmyzich vektorl se u
jednotlivych fytoplazem lisi. Nékteré fytoplazmy maji nizkou specifitu k hmyzim vektorlim

(napf. Peach-X disease phytoplasma, California aster yellows phytoplasma atd.), zatimco jiné
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mohou byt prenaSeny jedinym konkrétnim druhem hmyzu (napf. Sugarcane white leaf
phytoplasma, Pear decline phytoplasma). Fytoplazmy maji specialni povrchové membranové
proteiny, tzv. antigenni membranovy protein (Amp), ktery neni homologni s Zadnym jinym
funk¢nim proteinem a jeho interakce s mikrofilamenty hmyzu ur€uje specifitu vektora. Amp
tvofi komplex s mikrofilamenty visceralni hladké svaloviny stfevniho traktu hmyzu a vznik
tohoto komplexu koreluje se schopnosti hmyzu prenasSet fytoplazmy (Suzuki et al., 2005).
Obvyklé je latentni obdobi, ve kterém je hmyz nakaZzen, ale neni schopen prenaset plivodce na
zdravé rostliny, toto obdobi mlze trvat od nékolika hodin do nékolika tydnl (Bertaccini,
2007). Oruh pfirozenych rostlinnych hostitelll je do znatné miry stanoven poétem druhd
prirozenych vektor(l a také jejich potravni strategii (mono-, oligo-, polyfagni druhy). DilezZita
je také vnimavost rostlin na danou fytoplazmu (Lee et al., 1998).

3.2 Metody detekce a identifikace fytoplazem

Fytoplazmy mohou byt detekovany réiznymi zplsoby, od nejjednodussiho pozorovani pomoci
fluorescencni mikroskopie aZz po specifické sérologické a molekularni metody. Pravé rozvoj
molekularnich metod umoznil $irsi studium téchto netradi¢nich organizmda.

Nejjednodussi metodou detekce fytoplazem je fluorescenéni mikroskopie, pfi které jsou tenké
fezy pripravéné zrlznych cCasti rostlin barveny fluorescenénim barvivem DAPI (4-6-
diamidino-2-fenylindol.2 HCI). Fytoplazmy jsou pak v sitkovicich pozorovany jako vyrazné
modro-bile fluoreskujici shluky. Touto metodou viak nedokazeme fytoplazmy identifikovat.
Mozna je také detekce fytoplazem elektronovou mikroskopii, diky které mizeme také urcit
jejich tvar a velikost (Franova et al., 2008).

Jako vysoce specifické metody jsou pro detekci a identifikaci fytoplazem pouZivany
immunologické analyzy, které vSak nejsou pfilis rozsifené. VyuZzivany jsou metody Plate-
Trapped Antigen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (PTA-ELISA) a Immunoblotting
test (DIBA), ktery je sice méné citlivy neZ PTA-ELISA, ale umoZfiuje zpracovani vétsiho
mnoZstvi vzork{ ve stejném Case (Biabani et Ghasemi, 2011).

Nejcastéji pouzivanymi metodami jsou riizné metody molekularni biologie, mezi které patfi
predevsim amplifikace polymerézovou fetézovou reakci. PCR amplifikace je velmi G€inna
metoda detekce fytoplazem, jeji vyuZitelnost je vSak zavisla na mnozstvi fytoplazem ve
floému hostitelské rostliny a je zde také riziko kontaminace. Jako templat pro tuto reakci byl
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zvolen vysoce konzervovany gen 16S rDNA a Casti jeho sekvence jsou pouZzity jako primery.
Produkty PCR mohou byt dale Stipany restrikénimi endonukledzami technikou Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFLP, jejiz vysledkem jsou odlisné restrikéni profily
rliznych skupin fytoplazem, a je tak mozna jejich ¢astecna identifikace (Ahrens et Seemiiller,
1992). Techniku RFLP lze provést také in silico ze ziskanych sekvenci PCR-produktl (Wei et
al., 2007). Dalsi vyznamnou technikou je sekvencovani PCR-produktl, diky kterému jsou
ziskany unikatni sekvence genl, které Ize kromé virtudlni RFLP pouzit ke srovnani se

sekvencemi dostupnymi v databazich.

3.3 Fylogeneze a taxonomie fytoplazem

Fylogeneticky strom Mollicutes se sklada ze dvou hlavnich vétvi, které se rozbihaly na
zaCatku vyvoje (Lee et al., 2000). Jedna vétev obsahuje Acholeplasmatales a
Anaeroplasmatales , a druha vétev obsahuje mycoplasmatales a entomoplasmatales (Bai et al.,
2004). Fytoplazmy tvofi monofyletickou skupiny v ramci acholeplasmatales (Lee et al.,
2000). Nejblizsi identifikovani pfibuzni fytoplazem jsou Acholeplasma palmae a A. modicum
(Leeetal., 1998).

Fylogenetické analyzy riznych genl potvrdily, Ze se jedna o monofyletickou skupinu v rdmci
tfidy Mollicutes. Rod byl oznaen nazvem Candidatus phytoplasma a vzhledem
k rozmanitosti se pak dale déli na jednotlivé subtaxony (IRPCM, 2004). Na zékladé
podobnosti 16S rDNA genovych sekvenci byly v rdmci Candidatus phytoplasma navrzeny
skupiny. V Tab. €. 1 je uvedeno 16 fylogenetickych skupin fytoplazem tak, jak je uvadi
IRPCM (2004). Srovnavaci sekvencéni analyzu 16S rDNA gend navrhl v roce 1987 Woese a
dodnes se vyuziva jako univerzalni fylogeneticky marker pro klasifikaci hlavnich skupin
prokaryot. Fytoplazmy byly do téchto skupin pFifazeny i podle jinych molekularnich udaju,
jako napf. RFLP analyza, hybridizace nukleove kyseliny, a sérologického srovnani (Seemuller
et al., 1998). IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team stanovil v roce 2000 pravidla
pro definovani druhu v rdmci Candidatus phytoplasma. Obecné mlize byt fytoplazma popsana
jako samostatny druh, pokud podobnost jeji 16S rDNA genové sekvence je mensi nez 97,5 %
s jakymkoliv dfive popsanym druhem Ca. Phytoplasma. Mohou v3ak byt pfipady, kdy je
podobnost sekvenci vétsi nez 97,5 %, ale fytoplazma mize byt definovana jako samostatny
druh, pokud spliiuje jiné charakteristiky, napf. jedna se o ekologicky oddélenou populaci, je-li

prenasena prostrednictvim rdiznych vektord a ma rlizné rostlinné hostitele a existuje diikaz o

-13-



molekularni variabilité, ziskané hybridizaci klonované DNA nebo sérologickou reakci.

V tomto pripadé mize byt fytoplazma definovana jako samostatny druh (IRPCM, 2004).

Tab. €. 1: Taxonomické rozdéleni fytoplazem na skupiny porovnanim sekvenci
16SrRNA genu (podle IRPCM, 2004)

16Sr skupina Néazev skupiny Druh fytoplazmy
16Srl Aster yellows group ‘Ca. Phytoplasma asteris’*
‘Ca. Phytoplasma japonicum’
16Srll Peanut witches - broom group ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’
16Srlll X - disease group ‘Ca. Phytoplasma pruni’*
16SrIv Coconut lethal yellowing group ‘Ca. Phytoplasma palmae’

‘Ca. Phytoplasma cocostanzaniae’
‘Ca. Phytoplasma cocosnigeriae’
‘Ca. Phytoplasma castaneae’
16Srv Elm yellows group ‘Ca Phytoplasma ziziphi’
‘Ca Phytoplasma vitis’
‘Ca. Phytoplasma ulmi’*

16SrVI Clover proliferation group ‘Ca. Phytoplasma trifolii’
16SrViI Ash yellows group ‘Ca. Phytoplasma fraxini’
16SrVIlI Loofah witches - broom group ‘Ca. Phytoplasma luffae’
16SrIX Pigeon pea witches - broom group ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’
16SrX Apple proliferation group ‘Ca. Phytoplasma mali’*

‘Ca. Phytoplasma pyri’*
‘Ca. Phytoplasma prunorum’*
‘Ca. Phytoplasma spartii’
‘Ca. Phytoplasma rhamni’*
‘Ca. Phytoplasma allocasuarinae’

16SrXI Rice yellow dwarf group ‘Ca. Phytoplasma oryzae’
16SrXII Stolbur group ‘Ca. Phytoplasma australiense’
‘Ca. Phytoplasma solani’*
16SrXIvV Bermuda grass white leaf group ‘Ca. Phytoplasma cynodontis’
16SrXV | Candidatus phytoplasma brasiliense group| ‘Ca. Phytoplasma brasiliense’
16SrXIlI Mexican periwinkle virescence group nazev nebyl navrZzen

* fytoplazmy vyskytujici se v CR podle prehledu Navratil et al. (2008)

V dalSich kapitolach se prace zabyva konkrétnimi fytoplazmami a to skupinou Bermuda grass
white leaf (16SrXIV). O vyskytu této skupiny v Ceské republice neni zatim publikovéana
zadna zprava. Jeji charakteristika a nasledna identifikace v rostlinach pchace je dilezita pro

rozsifeni spektra fytoplazem vyskytujicich se na tzemi Ceské republiky.
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3.4 Fytoplazmy skupiny 16SrXIV

Podle Udajd v databdzi GenBank do skupiny Bermuda grass white leaf 16SrXIV patfi
fytoplazmy - Bermuda grass white leaf phytoplasma, Cynodon white leaf phytoplasma,
Chinese Bermuda grass white leaf phytoplasma, Coconut yellow decline phytoplasma, Date
palm slow decline phytoplasma, Juyom (lran) Bermuda grass white leaf phytoplasma,
Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma a White tip die-back phytoplasma. Podle
Seemiiler et al. (1998), jsou do této skupiny fazeny také Annual blue grass white leaf
phytoplasma, Brachiaria white leaf phytoplasma a Dactyloctenium white leaf phytoplasma.
Nejrozsifengjsi zastupcem skupiny 16SrXI1V je Bermuda grass white leaf phytoplasma, jejiz
charakteristika je popsana v nasledujici kapitole.

3.4.1 Bermuda grass white leaf (BGWL) phytoplasma

3.4.1.1 Obecny popis

Fytoplazma Bermuda grass white leaf (BGWL) zplsobuje destruktivni onemocnéni
pfedevsim u rostlin Cynodon dactylon (L.) Pers. (troskut prstnaty) a poprvé byla detekovana
na Tchaj-wanu (Chen et al, 1972, cit. Marcone et al., 2004). Charakteristickymi symptomy
tohoto onemocnéni jsou predevSim rozsahlé chlordzy, proliferace, metlovitost, malé listy,
zkraceni oddenkd, kofen( a zakrnéni az odumfreni rostliny (Marcone et al., 1997). Infekce
rostlin BGWL fytoplazmou je v synergickém vztahu s infekci vyvolanou bakterii Clavibacter
xyli, ktera také napada rostliny troskutu a zplsobuje jejich zakrnéni (Davis et al., 1984). Pro
posouzeni rizika, které by fytoplazma BGWL mohla pfedstavovat pro zemédeélské plodiny, je
nutné stanovit, zda je mozny jeji pfenos na tyto rostlinné druhy. Pfenos na cukrovou tftinu
druhem Matsumuratettix hiroglyphicus nebyl dokdzén (Marcone et al., 2004).

Velikost genomu této fytoplazmy je 530 Kb, coZz je nejmensi genom nejen mezi
fytoplazmami, ale i v ramci vSech znamych sebereplikujicich se organismi (Marcone et al.,
1999).

Fytoplazma BGWL obsahuje jedine¢nou sekvenci: 5-AATTAGAAGGCATCTTTTAAT-3’

Vv pozici 169 — 189 nt, kterd se nevyskytuje v Z&dném jiném organizmu (Marcone et al., 2004).
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3.4.1.2 Vyskyt a variabilita BGWL fytoplazmy

Fytoplazma BGWL je dnes rozSifena v mnoha teplych zemich témér na vSech kontinentech
(Marcone et al., 1997). Taxonomicka studie, kterou provedli Marcone et al. (2004), ukéazala
na zékladé sekvencnich analyz 16S rDNA a 16S-23S rDNA, Ze fytoplazmy izolované

z Cynodon dactylon jsou stejné nebo témér stejné a navrhli jejich zafazeni do Candidatus

Phytoplasma cynodontis (Tab. €. 2).

Tab. €. 2: Prehled izolatd Candidatus Phytoplasma cynodontis (GenBank)

V roce 1975

(Marcone et al., 1997). Cynodon dactylon je vSeobecné rozsifen také v Pakistanu, a testy
prokazaly, Ze je Casto napadan BGWL fytoplazmou, ktera se zda byt srovnatelna s thajskymi
kmeny (Zahoor Ahmad et al., 1995). Fytoplazmy detekované v Indii ve vychodni oblasti

provincie Uttar Pradesh sdili s kmeny Candidatus phytoplasma cynodontis podobnost od

Accesion number | 1zolat Hostitel Vyskyt
AB052871 BGWL-KK Cynodon dactylon Thajsko
AB302896 - Cynodon dactylon Indie
AB302897 - Cynodon dactylon Indie
AB302898 - Cynodon dactylon Indie
AF100412 BGWL-S Cynodon dactylon Sudan
AF248961 BGWL-T Cynodon dactylon Thajsko
AJ550984 BGWL-C1 Cynodon dactylon Italie
AJ550985 BGWL-C2 Cynodon dactylon Italie
AJ550986 BGWL-CA Cynodon dactylon Italie
Y16388 - Cynodon dactylon Italie
AY484406 - Cynodon dactylon Thajsko
AY725238 - Cynodon dactylon Kuba
EU032485 Gorakhpur Cynodon dactylon Indie
EU377477 KF-C1 Cynodon dactylon Cina
EU409293 LY-C1 Cynodon dactylon Cina
EU999999 - Cynodon dactylon Cina
FJ348654 - Dichanthium annulatum | Indie
GQ403690 BGWL-Op.bu. | Oplismenus burmannii | Indie
GQ403689 BGWL-Di.sa. |Digitaria sanguinalis Indie
GU124634 - Cynodon dactylon Indie
GU826532 - Discodermia sp. (houba) | Bahamy
GU826557 - Discodermia sp. (houba) | Bahamy
byla poprvé popsana fytoplazma BGWL v Thajsku Maramoroschem et al.
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99,2 % (iransky izolat: EF444486) do 99,9 % (thajské izolaty: AB052871 a AF248961).
S referencnim kmenem BGWL-C1 (AJ550984) sdili sekvencni podobnost 99,7 % (Rao et al.,
2007).

V roce 1996 byla trava troskut s chlorotickymi listy pozorovana v ovocnych sadech,
zeleninovych polich i na neobdélavanych plochéach v regionech Latium a Campania ve stfedni
a jizni Italii. Jednalo se o prvni zpravu o pfitomnosti BGWL fytoplazmy v Evropé (Marcone
et al., 1997). Jako referencni izolat byl zvolen italsky izoldt BGWL-C1. V3echny italské
izolaty - BGWL-C1, BGWL-C2 a BGWL-CA mély stejné 16S rDNA sekvence, zatimco
thajsky izolat BGWL-T se od nich liSil ve 4 pozicich nukleotidd (Marcone et al., 2004). Z
téchto (daji lze dojit k zavéru, Ze analyzované izolaty BGWL fytoplazmy jsou velmi
jednotné a Ize je povazZovat za jediny druh (Marcone et al., 2004).

Kromé Asie a Evropy byl vyskyt fytoplazmy BGWL potvrzen i v Africe. Na africkém
kontinentu byla infekce Cynodon dactylon BGWL fytoplazmou poprvé popsana v Sudanu
(Dafalla et Cousin, 1988). V roce 2010 byla publikovana prvni zprava potvrzujici vyskyt
BGWL fytoplazmy v Keni. Rostliny Cynodon dactylon vykazujici pfiznaky infekce BGWL
fytoplazmou byly pozorovany v zépadni Keni v oblasti Mbita a Bungoma. Cynodon dactylon
zde ma vyznam jako picnina, BGWL fytoplazma ma tedy hospodarsky vyznam, nebot

s postupujici infekci kvalita pastvin klesa (Obura et al., 2010).

3.4.1.3 Hostitelé BGWL fytoplazmy

Hlavnim hostitelem Bermuda grass white leaf phytoplasmy je, jak jiz bylo uvedeno vyse,
Cynodon dactylon (troskut prstnaty), byla vSak detekovana i v rostlindich Dichanthium
annulatum, Oplismenus burmannii a Digitaria sanguinalis. VVSechny tyto rostliny jsou travy
patfici do Celedi Poaceae (lipnicovité) a ve vSech pripadech se jednalo o izolaty z Indie (viz.
Tab. ¢. 3). BGWL fytoplazma izolovana z trdvy Dichanthium annulatum (FJ348654)
vykazuje 98,1% podobnost sekvence 16S rDNA s malajskym izoldtem BGWL fytoplazmy
(EU294011) a 99,1% podobnost s izolatem Cinskym (EU999999) (Rao et al., 2009). Izolaty
BGWL fytoplazmy z rostlin Oplismenus burmannii (GQ403690) a Digitaria sanguinalis
(GQ403689) mely sekvenci 16S rDNA mezi sebou shodnou z 98 %. Se Cleny BGWL
fytoplazem (italsky izolat AJ550984 a irnsky izolat EF444485) byla podobnost této sekvence
99 % (Rao et al., 2010). Fytoplazma BGWL byla zjisténa také v houbé Discodermia sp.
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Vysledky sekvencnich analyz BGWL fytoplazmy detekovanych v Discodermia sp.
(GUB26532, GUB826557) na Bahamach uvedené v databazi GenBank nebyly dosud
publikovany. Seznam znamych hostitell BGWL je uveden v Tab. ¢. 3.

Tab. €. 3: Hostitelé BGWL fytoplazmy

Hostitel Jiny nazev Autori

Bermuda Grass, Couch grass, troskut Chen et al., 1972, cit. Marcone et al.,
Cynodon dactylon ,

prstnaty 1997
Dichanthium
annulatum bluestem , Kleberg bluestem Rao et al., 2009
Oplismenus
burmannii Burmann's basketgrass Rao et al., 2010
Digitaria
sanguinalis hairy crabgrass, rosicka krvava Rao et al., 2010

. . Bruck et al., 2010,GenBank
Discodermia sp. N
nepublikovano

Cynodon dactylon, je vytrvala rostlina z Celedi Poaceae (lipnicovité), kterd pochazi z oblasti
Stfedozemniho mofe, ale je nyni Siroce rozSifena v mnoha teplych zemich svéta (Chen et al.,
1972, cit. Marcone et al., 1997). V Ceské republice se vyskytuje roztrousené na jihovychodni
Moravé, na jiné Gzemi CR byl ojedinéle zavleGen. NejCastgji roste na pis€inach, cestach,
seslapavanych plochach a vinicich (Kubat, 2002). Zdrava rostlina bez priznak(i ndkazy je na

Obr. €. 1, rostlina s pfiznaky chlor6zy a metlovitost na Obr. €. 2.
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Obr. €. 1: Cynodon dactylon (L.) Pers.
(http://www.vurv.cz/weeds/cz/html/invazni_plevele/troskut_prstnaty cynodon_dactylon.htm)

Obr. €. 2: Metlovitost a chloréza u rostliny Cynodon dactylon zplsobena fytoplazmou
Bermuda grass white leaf (Obura et al., 2010)
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3.4.2 Ostatni fytoplazmy skupiny 16SrXIV a jejich geneticka variabilita

Do skupiny 16SrX1V jsou kromé fytoplazem Candidatus Phytoplasma cynodontis, které byly
charakterizované v pfedchozi kapitole, fazeny Cynodon white leaf phytoplasma (CWL),
Chinese Bermudagrass white leaf phytoplasma, Coconut yellow decline (CYD) phytoplasma,
Date palm slow decline phytoplasma, Juyom (lran) Bermuda grass white leaf phytoplasma,
Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma a White tip die-back phytoplasma. Seznam
fytoplazem skupiny Bermuda grass white leaf ziskanych z databdze GenBank je uveden
v Tab. C. 4.

Na australském kontinentu byla v rostlindch Cynodon dactylon identifikovana Cynodon
white leaf phytoplasma (AF509321), ktera zplsobuje zbélani listl tohoto plevele (Blanche et
al., 2003). Tento izolat vykazuje pouze jeden polymorfismus v porovnani s thajskym izolatem
Bermuda grass white leaf phytoplasmy (BGWL) a tfi jen polymorfismy v porovnani s
italskymi izolaty BGWL a mliZe byt tedy soucasti BGWL fytoplazem (Macone et al., 2004).

Zastupce skupiny 16SrXIV parazitujici na kokosové palmé Cocos nucifera (kokosovnik
ofechoplody) je fytoplazma Coconut yellow decline phytoplasma (CYD, EU328159,
EU636906) a jeji vyskyt byl popsdn na Uzemi Malaysie. Mezi hlavni symptomy patfi
chlorézy, Zloutnuti list( a predcasny opad plodl. Sekvencni analyza ukazala 99% podobnost
sekvence genu 16S rRNA s Bermuda grass white leaf fytoplazmou z Thajska (AF248961). V
Malaysii byl pozorovan také Cynodon dactylon vykazujici pfiznaky nékazy fytoplazmou,
ktera byla identifikovdna jako Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma
(EU294011) (Nejat et al., 2009).

Fytoplazmou zpUsobujici choroby palem Phoenix dactylifera na Gzemi Stdanu je Date palm
slow decline phytoplasma (AF268000), ktera napada jiz dospélé palmy a zplsobuje na
daném Uzemi stdlé roCni ztraty na drodé cca 6 %. Hlavnim symptomem je Zloutnuti aZ
hnédnuti listl. Po prvni znamce tohoto pFiznaku rostlina béhem 12 - 24 mésicl odumira
(Cronje et al., 2000a).

Fytoplazmy popsané na UGzemi franu jsou Firoozabad Bermuda grass white leaf
phytoplasma (DQ195215, EF444485) a Juyom (lran) Bermuda grass white leaf
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phytoplasma (DQ195215), tyto vysledky jsou dostupné v databazi GenBank, dosud v3ak
nebyly publikovany.

White tip die-back phytoplasma (WTD) je fytoplazma zplisobujici stejnojmennou chorobu
u datlovych palem Phoenix dactylifera zjisténa na severu Sudanu. Fytoplazma napada mladé
palmy, u kterych vyvolava zavazné chlorézy konéici béhem 6 - 12 mésicd odumrenim
rostliny. Chlorotické pruhy jsou bilé, snekrézou a postupné se Sifi podél celého listu.
Sekvencovani 16S/23S rDNA ukazalo 99% homologii se sekvencemi kmenli BGWL
fytoplazem ze Sudanu (AF100412). Tato sekvence je v databazi GenBank s Acc. No.
AF100411 (Cronje et al., 2000b).

Tab. €. 4: Fytoplazmy skupiny Bermuda grass white leaf (GenBank)

Accesion

number Druh fytoplazmy Hostitel Vyskyt

AF100411 | White tip die-back phytoplasma Phoenix dactylifera | Sudan

AF268000 | Date palm slow decline phytoplasma Phoenix dactylifera | Sudan

EU328159 | Coconut yellow decline phytoplasma Cocos nucifera Malajsie

EU636906 | Coconut yellow decline phytoplasma Cocos nucifera Malajsie

EU294011 | Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma | Cynodon dactylon Malajsie

AF509321 | Cynodon white leaf phytoplasma Cynodon dactylon Australie

DQ195215 | Firoozabad Bermuda grass white leaf phytoplasma | hostitel neuveden Irdn
Firoozabad (Iran) Bermuda grass white leaf

EF444485 | phytoplasma hostitel neuveden Iran
Juyom (Iran) Bermuda grass white leaf

EF444486 | phytoplasma hostitel neuveden Iran

Do skupiny 16SrXIV jsou dale fazeny fytoplazmy uvedené v Tab. €. 5 - Annual blue grass
white leaf (ABGWL) phytoplasma, Brachiaria white leaf (BraWL) phytoplasma a
Dactioctenium white leaf (DACWL) phytoplasma. Tyto fytoplazmy zplsobuji chlorézy u
trav. Poa annua (lipnice rocni), Brachiaria dystachya a Dactyloctenium aegyptium
(hFebenatka egyptska) (Seemiiller et al., 1998).

Podobnost ABGWL fytoplazmy s BGWL fytoplazmou byla zjisténa RFLP analyzou, pfi které
poskytla stejny restrikéni profil Stipanim rliznymi endonukledzami. Tato fytoplazma byla
detekovana v Italii v symptomatickych rostlinach Poa annua, které jsou v mirném pasu hojné

rozSifenym plevelem (Lee et al., 1997).
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V Thajsku byly pozorovany symptomy chlorézy nejen u rostlin Cynodon dactylon, ale také u
trav Brachiaria sp. a Dactyloctenium aegyptium (Nakashima et al., 1996). Fytoplazma
BraWL zpUsobujici chlorézu listl u rostlin Brachiaria dystachya souvisi velmi Gzce s BGWL
fytoplazmou. LiSi se v péti pozicich od kmene BGWL-T a v deviti pozicich od italského
kmene, coZ odpovidd az 99,7 a 99,4% 16S rDNA sekvencni podobnosti (Marcone et al.,
2004).

Tab. €. 5: Fytoplazmy skupiny Bermuda white leaf group podle Seemdiller et al.,1998

Druh fytoplazmy Hostitel Vyskyt AuUtoFi

. Italie, Thajsko, Sarindu et Clark, 1993;
Bermuda grass white leaf Cynodon dactylon Indie Marcone et al., 1997
Annual blue grass white leaf | Poa annua Italie Lee et al., 1997

Brachiaria white leaf Brachiaria distachya | Thajsko Sarindu et Clark, 1993

Dactyloctenium

Dactyloctenium white leaf X
aegypcium

Thajsko Nakashima et al., 1996

3.4.3 Cirsium arvense jako mozny hostitel BGWL fytoplazem

V predchozich kapitolach byly shrnuty fytoplazmy napadajici jednodélozné rostliny Cynodon
dactylon, Dichanthium annulatum, Oplismenus burmannii, Digitaria sanguinalis, Phoenix
dactylifera, Cocos nucifera, Poa annua, Brachiaria distachya a Dactyloctenium aegypcium.
Byly vSak popsany také fytoplazmy BGWL skupiny u rostlin Cirsium arvense (Schneider et
al., 1997) a Galactia tenuifolia (Padovan et al., 1999, cit. Marcone et al., 2004), které patfi
mezi rostliny dvoudélozné.

Cirsium arvense (pchal oset, Obr. ¢. 3 az 5) je vytrvald bylina z Celedi Asteraceae
(hvézdnicovité) podceledi Carduoideae (bodlakové) (Kubat, 2006). Je rozSifend témér po

celém svété a v Ceské republice patfi mezi hojné zastoupené plevele (www.botany.cz).
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Obr. €. 3 a4: Kvétenstvi a listy Cirsium arvense (L.) Scop.
(http://botany.cz/cs/cirsium-arvense/)

Obr. €. 5: Cirsium arvense s pfiznaky chlorozy a proliferace
(foto Pavla Valova)

U C. arvense bylo detekovano vice druhl fytoplazem. Mezi fytoplazmy napadajici pchac na
uzemi Ceské republiky patfi fytoplazmy skupiny Aster yellows 16Srl-B (Navrétil et al., 2008)
a fytoplazmy skupiny stolburu (16SrXIl), které byly detekovany na jizni Moravé v pchaci,
ktery vykazoval zakrnéni, proliferaci, Zloutnuti a malformace (Fialova et al., 2009).
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Fytoplazmy obou téchto skupin, Aster yellows i stolburu, se kromé pchace vyskytuji u i

jinych plevelnych rostlin.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material a pouZzité vzorky

Pro experimentélni Cast této prace, detekci fytoplazmy ve vzorku podezielém z infekce
fytoplazmou Bermuda grass white leaf, byly vybrany dva vzorky rostlin pch&le osetu
(Cirsium arvense (L.) Scop.) sbiranych v katastru obce Lednice na jizni Moravé. Tyto rostliny
pfi sbéru vykazovaly pfiznaky chlorézy a proliferace. Pracovniky Laboratofe molekularni
biologie organisml, Katedry bunécné biologie a genetiky, byla provedena izolace DNA
(modifikovand CTAB metoda podle Ahrense et Seemillera, 1992) a vzorky byly po
lyofilizaci zamrazeny pfi teploté -80 °C. Po rozpusténi vzork( v deionizované vodé byly
vzorky stoCeny na minicentrifuze a pomoci Nanodropl000 (Thermo Scientific) byla
spektrofotometricky stanovena koncentrace DNA. Koncentrace DNA byla upravena na
koncentraci optimalni pro PCR-reakci, a to 50 - 100 ng/ul. Seznam vzorkli a jejich
charakterizace byl zaznamenan do Tab. €. 6.

Tab. ¢. 6: Popis vzork(

Cislo Datum | Datum izolace | ., ... Lokalita ¢ DNA | Redéni pro
izolatu shéru DNA [ng/ul] PCR

Lednice /pole

Cz2682 | 1.9.2006 | 15.9.2006 | pchac oset . 74,1 1,5x
paprika
CZz2813 | 23.4.2007 | 30.4.2007 | pchag oset Le‘z:;'t‘ii ";O'e 138,2 2,5%

4.2 Detekce fytoplazmy pomoci ‘nested” PCR
4.2.1 ‘Direct’ a ‘nested’ PCR

Pro detekci fytoplazem byla pouZita dvoukrokova ‘nested’ PCR. V prvnim kroku, ‘direct’ PCR
byla provedena amplifikace s pomoci univerzalnich primerl P1/P7 (viz Tab. ¢. 13). Byla
pfipravena PCR-reakéni smés pro 3 vzorky, jeji sloZeni je uvedeno v Tab. €. 7. VSechny
slozky byly béhem pFipravy smési uchovavany na ledu. Reakéni smés byla rozpipetovéana do
3 mikrozkumavek po 23 pl. Do prvnich dvou byly pfidany po 2 pl vzorki (CZ2682, CZ2813)

a do tFeti, kterd slouzila jako negativni kontrola stejné mnozstvi deionizované vody. Obsah
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zkumavek byl po promichani a centrifugaci vloZzen do termocykleru, kde probéhla PCR-

reakce podle podminek uvedenych v Tab. ¢. 8.

Tab. €. 7: Pripravu reakéni smési pro PCR s primery P1/P7

PoloZzka | Koncentrace | MnoZstvi
pracovniho |prol
roztoku test [pl]

Pufr 5 X 5

MgCl, 25 mM 15

Voda 15

dNTP 2mM 1

f primer | 20 pmol/pl 0,3

r primer | 20 pmol/ul 0,3

GO Taq

pol 5 U/l 0,2

celkem 23 pl

vzorek DNA 2 ul

Objem reakce 25 pl

Tab. €. 8: Podminky PCR reakce s primery P1/P7

95 °C 3 min.

95 °C 1 min.

55 °C 1 min. } 35 cykll
72 °C 3 min.

72 °C 10 min.

Ziskané PCR produkty byly 40x nafedény deionizovanou vodou byly pouZity jako templatova
DNA v druném PCR kroku, ‘nested” PCR s pomoci univerzalnich primerl R16F2/R2 (viz
Tab. €. 13). Byla pfipravena reakéni smés pro 4 testy, ktera byla stejného slozeni jako PCR
smés pro ‘direct’ PCR, liSila se pouze pouZitymi primery R16F2/R2 (Tab. €. 7). Reak¢ni smés
byla rozpipetovana po 23 pl do 4 mikrozkumavek. Do tfi mikrozkumavek byly pfidany 2 ul
fedénych PCR-produktll P1/P7 a do &tvrté byla napipetovana deionizovand voda jako

negativni kontrola.
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4.2.2 Detekce produktd PCR pomoci gelové elektroforézy

PCR produkty ‘direct’ a ‘nested” PCR byly detekovany za pomoci gelové elektroforézy.
1,5% agarozovy gel byl pfipraven pozvolnym rozvarenim 0,75 g agar6zy v 50 ml TAE pufru.
Po mirném zchladnuti gelu do néj bylo pfidano 3,5 pl fluorescencniho barviva GelRed
(Biotium) a gel byl nalit do pfipravené vanicky s dvéma hiebinky umisténé v elektroforeticke
komlrce. Gel tuhnul cca 30 minut pfi pokojové teploté. Po ztuhnuti gelu byla komdrka
naplnéna TAE pufrem, gel byl pfevrstven cca 0,5 cm pufru, byly vyjmuty hiebinky a do
vzniklych jamek pipetovany vzorky. Do prvnich jamek obou fad byly napipetovany 2 ul
standardu molekulové vahy (Gene Ruler, 100 bp Plus DNA Ladder, Fermentas). Do ostatnich
jamek byly postupné pipetovany vzorky, vzdy 3 ul vzorku smichané s 2 pl nandSeciho pufru
bromfenolové modfi (0,1%). Elektroforetickd separace probihala cca 1 hodinu pfi napéti
80 V. Gel byl poté oplachnut destilovanou vodou a umistén do UV transluminatoru, a pomoci
dokumentacniho zafizeni (program GeneSnap) byly vizualizovany a dokumentovany ziskané
PCR produkty.

4.3 Izolace PCR produktu

Na zékladé vysledkl PCR-amplifikaci vyhodnocenych pomoci gelové elektroforetické
separace byly uréeny pozitivni PCR produkty, které byly nasledné klonovany. PCR produkty
byly izolovany s pomoci kitu QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Germany) za dodrzeni
postupu izolace navrzenym vyrobcem. Nejprve byla provedena elektroforeticka separace
PCR produktl. Byl pouzit 1% agar6zovy TAE gel s pFidavkem 2 pl Etidium bromidu
(10 mg/ml, 2 pl na 50 pl gelu) a napéti 80 V. Gel s rozdélenymi vzorky byl umistén na UV
transluminator a za prochézejiciho UV svétla byly PCR produkty specificke velikosti
sterilnim skalpelem vyfiznuty a umistény do pfedem zvédZenych a oznaCenych 1,5 ml
zkumavek Eppendorf. Zkumavky s gelem byly znovu zvaZeny a byla odectena hmotnost gelu.
Byl pridan QG pufr v objemovém poméru 3 : 1 (tj. k navazce 100 ng, 300 pl QG pufru). Gel
byl s pufrem inkubovan pfi 50 °C v Dry-Block dokud nedoslo k jeho Uplnému rozpusténi a
poté byl pridan 1 objem izopropanolu (tj. pfi navazce 100 mg — 100 ul). 1zolace DNA pres
kolonku byla provedena podle néasledujicich bodu:
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Napipetovani celého objemu smési do kolonky (najednou max. 700 ul)
Centrifugace 1 min pri 13 000 ot.

Odstranéni proteklé kapaliny

Pridavek 500 pl QG pufru do kolonky

Centrifugace 1 min pri 13 000 ot.

Odstranéni proteklé kapaliny

Pridavek 750 ul PE pufru do kolonky

Centrifugace 1 min pri 13 000 ot.

© © N o g &~ DN P

Umisténi kolonky do nove 1,5 ml zkumavky
10. Pridavek 30 pl destilované vody
11. Centrifugace 1 min pfi 13 000 ot.

4.4 Klonovani PCR produktu
4.4.1 Ligace

Vyizolovana DNA byla zakoncentrovana vysusenim ve vakuové odparce SpeedVac (Thermo
Savant) a rozpusténa v 10 pl deionizované vody. Ligacni smés byla pfipravena s pomoci Kitu
PGEM-T Vector system (Promega) a jeji sloZeni je uvedeno v Tab. €. 9. Ligace probihala pres
noc pii 4 °C.

Tab. €. 9: Priprava ligatni smési, kit pPGEM-T Vector system

PoloZka Objem [ul]
pGem-T ligacni pufr
pGem-T plazmid

T4 DNA ligaza
vyizolovany PCR produkt

Wk =0

4.4.2 Transformace bakterii Escherichia coli

Pro transformaci byly pouZity kompetitivni bakterie E. coli, kmen JM109, které byly
pfipraveny pro transformaci teplotnim Sokem (tzv. heat shock) a byly dlouhodobé
uchovavany v -80 °C. 75 pl suspenze kompetitivnich bakterii bylo smichano s 5 ul ligacni

smési. Vysledna smés byla inkubovana 20 min na ledu. Transformace byla provedena
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teplotnim Sokem v Dry-Blocku pfi 42 °C po dobu 45 s. Pak byla bakterialni suspenze
inkubovana v ledu po dobu 2 min a poté bylo k suspenzi pfidano 850 pl SOC média a smés
byla inkubovéna na tfepacce v 37 °C po dobu 90 min. Po skonCeni inkubace byla smés
zcentrifugovana (3 min, 5 000 g) a byl odstranén supernatant (cca 850 pl). Zbyly sediment
bakterialnich bunék byl rozsuspendovan v 50 pl vody. Byly pfipraveny Petriho misky s LB
médiem, do kterého byl pfidan zasobni roztok ampicilinu (100 pg/ul), po ztuhnuti média bylo
na povrch naneseno 40 pl X-Gal a 4 pl induktoru IPTG. Bakteridlni suspenze byla pfenesena
na LB médium a rozetfena sterilni klickou. Poté byly bakterie kultivovany pfes noc, ve tme,
pfi teploté 37 °C. Nasledujici den byla vyhodnocena Uspésnost ligace a transformace.

4.5 Testovani pozitivnich kolonii

Bilé pozitivni kolonie byly pomoci sterilnich bambusovych pératek pfeneseny na nove LB
médiu s ampicilinem a zaroven byly testovany PCR-reakci s pouzitim primerdl M13f/M13r
(viz Tab. ¢. 13). Byla pfipravena reakéni smés pro 7 testl, jeji sloZeni je uvedeno v
Tab. €. 10. Reakéni smés byla rozpipetovana do 7 zkumavek po 25 ul a do kazdé zkumavky
byla pfenesena 1 pozitivni kolonie, kterd byla predtim také pfenesena na nové LB médium.
Zkumavky byly dany do termocykleru, kde probihala PCR amplifikace za podminek
uvedenych v Tab. ¢. 11. Produkty této reakce byly rozdéleny elektroforetickou separaci na
1% agar6zovém gelu. Podle vysledku PCR-reakce byly uréeny pozitivni kolonie obsahujici
plazmid s vlioZenym produktem P1/P7. Bakterie byly pfeneseny do 1 ml tekutého LB media
s ampicilinem a kultivovany pfes noc pfi 37 °C. Na druhy den z nich byly pracovniky
laboratore pfipraveny tzv. bakterialni konzervy, které mohou byt vyuZity pro pozdéjsi praci se
vzorky.
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Tab. €. 10: Priprava reakéni smési pro PCR s primery M13f/M13r

Koncentrace | MnoZstvi

pracovniho |prol
PoloZka roztoku test [ul]
pufr 5 X 5
MgCl, 25 mM 15
Voda 15,3
dNTP 2mM 2,5
M13f primer 20 pmol/ul 0,25
M13r primer 20 pmol/ul 0,25
GoTaq pol 5 U/l 0,2
Celkem 25
Objem reakce 25

Tab. €. 11: Podminky PCR reakce pro primery M13f/M13R

94°C 5 min.
94°C 1 min.

35
55°C | 2min. | cykld
72°C 3 min.
72°C | 10 min.

4.6 Sekvencovani
4.6.1 1zolace produktd PCR-reakce s primery M13f/M13r

Pozitivni produkty PCR reakce s primery M13f/M13r byly rozdéleny elektroforetickou
separaci v 1% agar6zovém gelu a na UV transluminatoru skalpelem z gelu vyfiznuty. Izolace
DNA byla provedena stejnym zplsobem jako pfi izolaci PCR produktu P1/P7 a byl pouzit
stejny Kit (QIAquick Extraction Kit, QIAGEN, Germany). Koncentrace vyizolované DNA
byla zmérena na fluorometru (Hoefer DyNa Quant 200).
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4.6.2 Priprava sekvenacni smési

Sekvenalni reakcni smés byla pFipravena pomoci kitu Big Dye sequencing terminator (PE
Biosystems, UK) pro 2 testy, jeji sloZeni je uvedeno v Tab. €. 12. Podle mapy plazmidu
pGem-T byla vypocitana velikost produktu na 2 237 bp. Velikost fragmentu, ktery byl pouZit
jako templatovd DNA byla tedy cca 1800 bp, coZ odpovida 50 ng DNA do reakce. P¥i této
délce fragmentu a zméfené koncentraci DNA 12 a 13 ng/ul, bylo optimélni mnoZstvi DNA
pfidané do reakce 4 pl. Celkem bylo pfipraveno 6 reakénich smési obsahujicich vzdy odlisny
primer. Byly pouZity primery M1, R2, F2, RU3, M13R a M13r (viz Tab. ¢. 13). Reak¢éni
smés byla rozdélena do 2 mikrozkumavek po 6 ul, ke kterym byly pfidany vzdy 4 ul vzorku.
Vlastni sekvencovani bylo provedeno na automatickém sekvenatoru ABI PRISM model 3730
(PE Applied Biosystems, USA) ve spolupraci s UEB AV CR v Olomouci.

Tab. €. 12: Priprava reak¢ni smési pro sekvenovani

MnoZstvi pro 1 test

Polozka
[u1]

BigDye

pufr

primer (1,6 pmol/ul)
vzorek DNA

voda

(O3 I ¥ NCJ PSRNy N

4.7 Bioinformatické analyzy

Ziskané sekvence DNA fragment( vyizolovanych z pchacl byly upraveny a slozeny do
vysledné sekvence pomoci programu SeqMan (DNASTAR, Lasergene). Tyto sekvence byly
analyzou BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST) porovnany se sekvencemi dostupnymi
v databdzi GenBank a  iPhyClassifier  (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-
bin/resource/iphyclassifier.cgi). Na z&kladé téchto analyz byly fytoplazmy identifikovany.
Ziskané sekvence byly sefazeny se sekvencemi vybranych izolatl fytoplazem skupin 16SrXI,
16SrXIV a fylogeneticky pFibuznych nezafazenych fytoplazem ziskanych z databéze
GenBank. Pomoci programu ClustalW byl sestaven mnohoCetny alignment. Pomoci
programu MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, Version 5) metody neighbor-
joining byla provedena fylogenetické analyza a byl vytvoren fylogeneticky strom.
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4.8 Pouzité roztoky a pfistrojové vybaveni

V experimentalni Casti bakalafské prace bylo pouzito mnoho roztokd, primerd a jinych
chemikalii, jejichZz seznam, popf. pfiprava jsou uvedeny v tabulkach ¢. 13, 14 a 15. Pfehled
pFistrojového vybaveni laboratore, se kterym bylo pracovano, je uveden v Tab. €. 16.

Tab. ¢. 13: Seznam pouzitych primer(

Oznaceni | Sekvence 5°-> 3 AUtoFi Velikost produktu
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT | Deng a Hiruki, 1991 1800 bp

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Schneider et al., 1995

R16F2 | ACGACTGCTAAGACTGG Leeet al., 1995 1200 bp
R16R2 | TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG |Leeetal., 1993

M13f GTAAAACGACGGCCAG Messing, 1983

M13r CAGGAAACAGCTATGAC Messing, 1983

M1 GTCTTTACTGACGCTAGGC Gibb et al., 1995

ru3 TTCAGCTACTCTTTGTAACA Lorenz et al., 1995

Tab. €. 14: Seznam pouzitych chemikalii

Pouziti Chemikalie

PCR-reakce deionizovana voda

dNTP (Promega)

Go Taq™ DNA polymeraza (Promega)

ELFO Agardza (Biotechnology Crade, Amresco)

TAE pufr (sloZeni viz pFiloha)

fluorescencni barvivo GelRed™ (10 000x v DMSO, Biotium)

Gene Ruler™ 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)

0,1% roztok bromfenolové modfi v 30% glycerolu

Izolace DNA z gelu | QIAquick® Qiagen Gel Extraction Kit (QIAGEN)

Pokracovani str. 33
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Pokracovani Tab. ¢. 14

Pouziti

Chemikalie

Transformace

pGem-T" Vector System (Promega)

SOC médium (sloZeni viz pfiloha )

LB médium (pFiprava viz tab. €. 17)

z&sobni roztok ampicilinu (100 pg/pl, Sigma-Aldrich)

z&sobni roztok X-GAL (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside) (20 mg/ml,
rozpustén v dimethylformamidu)

z&sobni roztok IPTG (isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside) (200 mg/ml, rozpustén
v destilované vode)

Sekvenacni
Smeés

Big Dye sequencing terminator kit (PE Biosystems)

Tab. €. 15: Pfiprava LB média

SloZzka MnoZstvi na 250 ml (tuhé médium)
Kasein hydrolyzat |2,5g
Kvasni¢ny autolyzat| 1,25 g

Pepton 1,259
NacCl 254
H,O 250 ml
Agar 18 g

Tab. €. 16: Pristrojové vybaveni laboratofe

Pristroj Firma
centrifuga Jouan MR 22i
centrifuga MLW K 23 D

Dri-block R DB 2D Techne
Power pack P25 Biometra
Flowbox PV-100 Telstar
Fluorometr Hoefer DyNa Quant 200

hlubokomrazici box MDF-U52V Sanyo

Biologicky termostat
Minicentrifuga Spectrafuge mini 25D

Thermo
Nanodrop ND - 1000 (V.3.7.0) Scientific
PCR cycler T-personal Biofuge
SPD SpeedVac SPD111V Thermo Savant
UV transluminator G-box s programem
GeneSnap Syngene
Vortex MS1 Minishaker IKA
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5 VYSLEDKY

Z obou vzork( DNA izolovanych z infikovanych rostlin pchace osetu byl pomoci PCR reakce
s univerzalnimi primery P1/P7 zisk&n produkt o o¢ekavané velikosti cca 1800 bp (Obr. €. 6).

V kontrolni reakci s vodou nebyl zisk&n Zadny produkt.

Obr. €. 6: Produkty PCR s primery P1/P7

A

l

L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas);
draha 1: CZ2682; draha 2: CZ2813; B: blank.

PCR produkty P1/P7 byly Gspésné vyizolovany z gelu. Pro ovéfeni izolace byl vysledny
produkt rozdélen elektroforetickou separaci, kterd potvrdila ispésnost izolace (Obr. €. 7).

Obr. €. 7: 1zolovany produkt P1/P7

2 15

Obr. €. 7: L : standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas)
draha 1: vzorek CZ2682; draha 2: vzorek CZ2813
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Byly ziskany transformované bakterie E. coli nesouci pGem-T plazmid s ligovanym
segmentem P1/P7. Pozitivni kolonie, u kterych byla transformace uspésna byly bilé. Na
miskach s ob&ma vzorky bylo celkem 7 pozitivnich kolonii. Usp&3nost transformace byla
testovana také PCR-amplifikaci s primery M13f/M13r (Obr. €. 8). U 3 kolonii byla potvrzena
pfitomnost inzertu, u viech 3 se jednalo o vzorek CZ2813. U vzorku CZ2682, ktery byl pfi
testovani kolonii PCR amplifikaci negativni, byla provedena opakovana ligace a transformace
a vzorek byl osekvenovan spole¢né se vzorkem CZ2813.

Obr. €. 8: Testovani kolonii pomoci PCR reakce s primery M13f/M13r

I R B e

L: standard molekulové vahy (Gene Ruler 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas);
dréha 1,2,3,4 — kolonie vzoreku 2682; drahy 5,6,7- kolonie vzorku 2813

SloZenim sekvenci izolatu CZ2682 byla ziskana sekvence o délce 1806 bp. SloZenim
sekvenci izolatu CZ2813 byla ziskana sekvence o délce 1806 bp, kterd se od sekvence
CZ2682 lisila v pozicich 742 (T misto A) a 1632 (A misto T). Identita sekvenci byla ovéfena
pomoci BLAST analyzy, obé sekvence vykazovaly stejné vysledky. Vysledky analyzy
BLAST jsou uvedeny v Tab. ¢. 17. Sekvence izolatli CZ2682 a CZ2813 vykazovaly nejvetsi
identitu, a to 99% s izolatem CirP (X83438.1), ktery byl detekovan v pchaci a neni zafazen do
Zadné 16Sr skupiny fytoplazem. Dale vykazovaly identitu 96 % s izolaty GaLL (Y15865.1) a
BVK (HQ589192.1). S o¢ekavanou Bermuda grass white leaf fytoplazmou mély sekvence
obou izolatl hodnotu maximalni identity 95 % (AF248961.1, AJ550984.1), coz neni
dostaCujici pro prokazani identity s BGWL izolaty (Candidatus Phytoplasma cynodontis).

Podle iPhyClassifier obé fytoplazmy, CZ2682 a CZ2813, srovnanim sekvenci F2/R2 (1200
bp) vykazuji podobnost nizsi nez 97,5 % s jakymkoliv dfive definovanych druhem
fytoplazem, a tedy tyto izoladty nemohou byt prilkazné pfifazeny k Zadnému z popsanych
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/603863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3077642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315258454?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13649449?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29169867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=T0364WJ7016

druni fytoplazem. Ziskané sekvence sdili nejvétsi podobnost se sekvenci fytoplazmy
Bermuda grass white leaf (AJ550984). Podobnost sekvence 16S rDNA izolatu CZ2682
a BGWL fytoplazmy byla 96,6 % a u CZ2813 96,5 %. Podle pravidel IRPCM (2004) mohou
nase izolaty fytoplazem predstavovat novy druh v rdmci ‘Candidatus phytoplasma.

Tab. ¢. 17: BLAST analyza slozenych sekvenci vzork( 2682 a 2813

Accession Query | Max

number Popis coverage | ident

X83438.1 Mollicutes sp., strain CirP 97% 99%
Y15865.1 Phytoplasma sp., strain GaLL 98% 96%
HQ589192.1 | Psammotettix cephalotes' flower stunt phytoplasma , strain BVK 97% 96%
AF248961.1 | Bermuda grass white leaf phytoplasma 99% 95%
AB642601.1 | Golden beard grass white leaf phytoplasma 99% 95%
EU294011.1 | Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma 99% 95%
AB646271.1 | Sugarcane white leaf phytoplasma 96% 95%
AJ550984.1 | Bermuda grass white leaf phytoplasma, isolate BGWL-C1 97% 95%

Pomoci iPhyClassifier byly také provedena virtualni RFLP analyza 16S rDNA, fragmentu

F2/R2, obé fytoplazmy mély stejné restrikéni profily (Obr. €. 9), které se liSily od profilll

vdech znadmych skupin. Nejvice byly tyto profily podobné skupiné Rice yellow dwarf

(16SrXl), podskuping A (AB052873), miZou vSak predstavovat novou skupinu.

Obr. €. 9: Virtualni RFLP analyza fytoplazem detekovanych v pchéci, vzorky 2682 a 2813
(iPhyclassifier, http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cqgi)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/603863?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3077642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315258454?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/13649449?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/339279822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162950994?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=T0364WJ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/341823566?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=T0364WJ7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/29169867?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=T0364WJ7016
http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi

Sekvence studovanych izolatl CZ2682 a CZ2813, byly mnohocetnym aligmentem sefazeny
se sekvencemi ziskanymi z databaze, které jsou uvedeny v Tab. €. 18. Jejich fylogeneticka
pfibuznost byla stanovena metodou neighbor-joining a znazorfiuje ji dendrogram (Obr. €. 10).

Tab. €. 18: Izolaty fytoplazem skupiny 16SrXIV porovnané fylogenetickou analyzou ze

sekvencemi izolatll CZ2682 a CZ2813 (GenBank)

16Sr
Druh fytoplazmy Acc. No. skupina
Coconut yellow decline phytoplasma (CYD) EU328159 16SrXIvV
Coconut yellow decline phytoplasma (CYD) EU636906 16SrXIvV
Malaysia Bermuda grass white leaf phytoplasma EU294011 16SrXIvV
Cynodon white leaf phytoplasma (CWL) AF509321 16SrXIvV
Firoozabad Bermuda grass white leaf phytoplasma (FBGWL) | EF444485 16SrXIV
Juyom Bermuda grass white leaf phytoplasma (JBGWL) EF444486 16SrXIvV
) AB052871 16SrXIV
Bermuda grass white leaf phytoplasma (BGWL) AF248961 16SrXIV
AJ550984 16SrXIV
AJ550985 16SrXIV
AJ550986 16SrXIV
EU032485 16SrXIV
EU377477 16SrXIV
EU409293 16SrXIV
EU999999 16SrXIV
FJ348654 16SrXIV
GQ403690 16SrXIV
GQ403689 16SrXIV
Y16388 16SrXIV
Mollicutes sp, strain Cirp X83438.1 nezafazeno
Phytoplasma sp., strain Gall Y15865.1 nezafazeno
Psammotettix cephalotes’ flower stunt phytoplasma strain
BVK HQ589192.1 | 16SrXI
Sugarcane grassy shoot phytoplasma AM749435.1 | nezafazeno
Sugarcane white leaf phytoplasma AB052874.1 | 16SrXI
Candidatus Phytoplasma oryzae AB052873.1 | 16SrXI
Candidatus Phytoplasma oryzae D12581.2 16SrXI
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3077642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=S2N418YG016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315258454?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=S2N418YG016

Obr. ¢ 10: Dendrogram vyjadfujici fylogenetické vztahy izolatl fytoplazem CZ2682,

CZ2813 a fytoplazem skupiny Bermuda grass white leaf (16SrXI1V) a Rice yellow dwarf
(26SrXI)
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Obr. ¢. 10: Dendrogram sestaveny pomoci neighbor-joining analyzy, jednotlivé analyzy jsou
oznageny prislusnym Acc.No. Usetka znazorfiuje procento substituci, jsou znazornény

hodnoty bootstrap VvétsSi nez 70. Jako outgroup je zafazena Candidatus Phytoplasma pini
(AJ632155.1)
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Fylogeneticka analyza nepotvrdila pFislusnost izolat CZ2682 a CZ2813 do skupiny Bermuda
grass white leaf (16SrXIV). Sekvence tvori spolecné se sekvenci izolatu CirP (X83434) jasné
rozliSitelnou vétev, kterd vykazuje bliz8i pFibuznost s izolaty skupiny Rice yellow dwarf
(16SrXI), které se od 16SrXIV prokazatelné liSi. Fylogeneticka analyza, stejné jako

iPhyClassifier analyza naznacuje, Ze se mliZe jednat o novy druh fytoplazmy.
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6 DISKUZE

Byly analyzovany dva izolaty fytoplazem CZ2813 a CZ2682 z rostlin pchace osetu z oblasti
jizni Moravy. Rostliny pfi odbéru materialu vykazovaly chlor6zu a proliferaci, pfiznaky
typické pro fytoplazmalni infekci. Z vyizolované DNA byl ziskan PCR produkt P1/P7
reprezentujici 16S rDNA gen, ktery byl po namnoZeni sekvenovan a podle sekvenci byly
fytoplazmy identifikovany. Predbéznad analyza téchto izolatl naznacila, Ze se jednd o
fytoplazmy skupiny Bermuda grass white leaf (16SrXIV), ale jejich zafazeni nebylo
jednoznacné potvrzeno (Flidr, 2010).

Prvni zpravu o vyskytu fytoplazmy BGWL v Evropé publikovali Marcone et al. (1997),
jednalo se 0 nélezy z oblasti jizni Italie. Jejim hlavnim hostitelem je troskut prstnaty, ktery
patfi mezi plevele, proto zfejmé neni této fytoplazmé vénovéana takova pozornost a nebyly
nalezeny informace o jejim vyskytu na jinych Gzemich Evropy. O jejim vyskytu v CR neni
zatim publikovana Zadna zprava. Sneider et al. (1997) uvadi moZnost vyskytu fytoplazem
blizkych fytoplazmé BGWL v rostlindich pchace. Sekvencovanim 16SrDNA genu izolatd
CZ2682 a Cz2813 byly ziskany dvé témér totozné sekvence. Fytoplazmy sdilely s
fytoplazmou Bermuda grass white leaf (Acc. No. AJ550984) 95% identitu nukleotidovych
sekvenci, coZ neni dostacujici pro jednoznacnou identifikaci fytoplazmy. Fytoplazmy byly
z 99 % identické se zastupcem tfidy Mollicutes, izoldtem CirP (X83438.1), ktery byl rovnéz
vyizolovéan z pchace, ale nebyl bliZze taxonomicky zarazen. Pro ziskani dalSich vysledkl byly
sekvence analyzovany programem pro taxonomii fytoplazem iPhyclassifier. Fytoplazmy
nesdilely s Zzadnym jiz existujicim druhem fytoplazmy podobnost sekvence 16S rDNA
(F2/R2) vétsi nez 97,6 %, cozZ je podle IRPCM doporucend hranice pro definovani druhu.
Nejvétsi podobnost sdilely s fytoplazmou BGWL (AJ550984) a to vice nez 96,5 %. Podle
pravidel IPRCM (2004) definujicich fytoplazmovy druh se mlize jednat o novy druh v ramci
Candidatus phytoplasma, coZ je podporeno také vysledkem analyzy BLAST. Analyzou
RFLP, ktera byla provedena in silico, vznikly restrik¢ni profily nejvice podobné skupiné Rice
yellow dwarf 16SrXI, vysledek vSak také naznacoval, Ze se mize jednat o novou skupinu.
Pomoci metody neighbor-joining byla provedena fytogeneticka analyza sekvenci 16S rDNA
izolatll CZ2682, CZ2813, CirP, GaLL a vybranych izolatll fytoplazem skupiny Bermuda grass
white leaf a Rice yellow dwarf ziskanych z databaze NCBI. Fytoplazmy skupiny Bermuda
grass white leaf tvofi zfetelné odliSnou vétev od skupiny Rice yellow dwarf. Tato analyza také
potvrdila nejvétsi podobnost s izolatem CirP, se kterym izolaty CZ2682 a CZ2813 tvofi
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zfetelné oddélenou vétev, ktera je nejvice pribuzna skupiné Rice yellow dwarf, do které je
izolat CirP podle nékterych autor( fazen (Jung et al., 2003). Nékteré novéjsi ¢lanky ho vsak
z teto vétve jasné vylucuji (Rao et al., 2007). Pro zjisténi, zda jsou izolaty CZ2682 a CZ2813
Cleny skupiny Rice yellow dwarf, nebo zda se jedna o novou skupinu, jsou nutné analyzy
dalsich, neribozomalnich genl a prohloubeni poznatk(l o biologii studovanych fytoplazem
napr. okruh hostiteld, vektor, geografické rozsiteni.
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7 ZAVER

Byla vypracovéna literarni reSerSe zamérena na problematiku genetické variability fytoplazem
ze skupiny Bermuda white leaf (16SrXIV).

Cilem experimentalni Casti predloZzené bakalarské prace byla identifikace fytoplazem
izolovanych z rostlin Cirsium arvense, rostoucich na jizni Moravé. Analyzou sekvenci 16S
rDNA (F2/R2) ziskanych izolat CZ2682 a CZ2813 pomoci taxonomického programu
iPhyClassifier se izolaty CZ2682 a CZ2813 nedaji jednoznaCné pfiradit k Zadnému
popsanému druhu fytoplazmy, sekvencné se podobaji fytoplazmém skupiny 16SrXIV.
Virtualni analyzou RFLP fragmentd F2/R2 sekvenci vznikly restrikéni profily, které
neodpovidaly Zadné skupiné fytoplazem, nejvy3si podobnost vykazovaly s restrikénimi
profily fytoplazem ze skupiny Rice yellow dwarf (16SrXI). Fylogeneticka analyza metodou
neighbor-joining ukazala, Ze izolaty CZ2682 a CZ2813 tvori zfetelné odliSitélnou vétev
spolecné s izolatem CirP (X83438.1). Tato vétev je nejvice pfibuznd fytoplazmam skupiny
16SrXI1. Molekularné genetickou analyzou sekvenci 16S rDNA neni moZné pfifadit studované
izolaty jednoznacné k Zadné skupiné nebo jiz popsanému druhu fytoplazem. Je teda mozné, Ze
se jedna o novy druh fytoplazmy. Pro potvrzeni této skuteCnosti je nutné analyzovat

variabilitu dalSich, neribozomalnich gen.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka Anglicky (Cesky vyraz)
ABGWL Annual blue grass white leaf phytoplazma

Acc. No. Accession number (identifikacni Cislo sekvenci v GenBank)

Amp Antigen membrane protein (antigenni membranovy protein)

BGWL Bermuda grass white leaf phytoplasma

bp base pairs (pary bazi)

BrawL Brachiaria white leaf phytoplasma

CTAB cetyl trimethyl amonium bromid

CwL Cynodon white leaf phytoplasma

CYD Coconut yellow decline phytoplasma

DACWL Dactioctenium white leaf phytoplasma

DAPI fluorochrom 4-6- diamidino—2—fenylindol . 2 HCI

DIBA dot immunobindig assay

DNA Deoxyribonukleotid acid (deoxyribonukleova kyselina)

IPTG isopropyl-fB-D-thiogalactopyranoside

IRPCM International Research Programme on Comparative Mycopatholology

LB Luria-Bertani (médium)

MLOs Mycoplasma like organisms (organismy podobné mykoplazméam)

PCR Polymerase Chain Reaction (polymerazova fetézova reakce)

PMUs Potential mobility units (potencialni mobilni jednotky)

PTA-ELISA Plate-Trapped Antigen Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

RFLP Restriction fragment length polymorphism (polymorfismus délky restrikénich
fragmentd)

TAE Tris acetate EDTA buffer (Tris-acetatovy EDTA pufr)

WTD White tip die-back phytoplasma
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10 PRILOHY

SloZeni pouZzitych roztokdl a pFiprava médii

SOC meédium pro p-GEM-T kit

Pepton 24
Kvasnicny extrakt 0,5 g
1M

NaCl 1ml
1M KCI 0,25 ml
2M roztok Mg2+ 1 ml
2M glukoza 1ml

Mg2+ roztok:

MgCI2.6 H20 20,33 ¢g
MgS0O4.7 H20 24,65 g
Doplnit do 100 ml

Pepton, kvasni¢ny extrakt, NaCl a KCI rozpustime v 97 ml vody, autoklavujeme a po
zchladnuti na pokojovou teplotu pfiddme roztok Mg2+ a glukézu a dopinime sterilni vodou
do 100 ml.

TAE pufr (11, 50x zasobni roztok)
TRIS base 242 g

Kyselina octovd 57,1 ml
Na2EDTA.2 H20 37,2 ¢

Doplnime vodou do 1.
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10.2 MAPA PLAZMIDU p-GEM-T (Promega)

Xrmnl 1004
o \\ b
i1 ori
g pGEMS.T gmzw
Vector
[30006p)
on

pGEM®ET Vector sequence reference points:

T7 ENA polymerase transcription initiation site
multiple cloning region

SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3)

SP6 RNA polymerase transcription initiation site
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site
lacZ start codon

lac operator

frlactamase coding region

phage {1 region

lac operon sequences

pUC/M13 Forward Sequencing Primer hinding site
T7 RNA palymerase promoter (<17 to +3)
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