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Suhrn

Diplomova praca sa zaobera molekularne-genetickou charakteristikou fytoplazmy Ztacky
brestu (‘Candidatus Phytoplasma ulmi’), ktord predstavuje obligitneho parazita pre rastliny
rodu Ulmus sp. srozsirenim ako v Eurazii tak aj v Amerike. Na vybranom stbore izolatov
tejto fytoplazmy z Ceskej republiky bola svywitim molekulirnych analytickych metod
charakterizovana variabilta ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, ato na ziklade Siestich
vybranych génov a génovych oblasti: 16S rRNA, rpl22-rps3, secY, secY-map, secA a tuf.
Nasledne bola tato variabilta porovnana Suz popisanou Variabilitou pre tento druh
detekovanou pri predchadzajucich stidiach vroznych krajinach Europy. Bolo zistené, ze tato
fytoplazma je v Ceskej republike znacne diverzifikovana, a sice &ast’ izolstov méa blizky
povod s izolatmi zo Srbska, Chorvatska a Talianska, Cast’ izolatov bola odlisna a vykazovala
jedine¢nu variabilitu, ktora doteraz nebola pre tito fytoplazmu detekovana. Najvyssie
rozliSenie Ceskych izolitov pritom poskytol najvariabiinej$i analyzovany gén secY. VyuZtie
tuf génu pri multigénovej charakteristike tejto fytoplazmy sa preukdzalo vhodné najmi pre
dopliiyjice analyzy. Analyza secA génu pri tejto praci zahffiala navrhnutie novych primerov
Specifickych pre tito fytoplazmu a preukazala ich vysokt spolahlivost’ detekcie. V ramci
jednotlivych oblasti bola u izolatov Vv sekvenciach variabilnejSich génov pozorovana odlisna
variabilita, zktorej sa da usudzovat na mikroevoliciu tohto patogénu. Zaroven analyzy
preukazali pritomnost’ celkovo troch zmesnych infekcii vo vybranom subore vzoriek a to
udvoch hmyzich jedincov a ujedného brestu. Tato praca je tak prvou rozsiahlejSou $tidiou
prevadzanou v Ceskej republike zameranou prave na variabilitu ‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’.



Summary

The diploma thesis is focused on the molecular and genetic characterization of Elm
yellows phytoplasma (‘Candidatus Phytoplasma ulmi’), which is an obligate parasite
infecting plants from genus Ulmus with its distribution in Eurasia and America. On the
collection of isolates from Czech Republic the analysis of variability was performed based on
six genes encoding: 16S rRNA, rpl22-rps3, secY, secY-map, secA and tuf by using molecular
methods. The main aim was to compare variability of these isolates and variability of
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ isolates that have been already detected in the others studies
all across Europe. It was discovered that ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ is highly diverse in
Czech Republic and even when the major part of the isolates has common origin with the
isolates from Serbia, Croatia and Italy, the minor part of the isolates was different and has
unique variability, that has never been detected before. The highest differentiation of Czech
isolates was allowed due to analysis of secY — the most variable gene in this study. Using tuf
gene for multigenetic characterization of this phytoplasma was confirmed as suitable for
subsidiary analysis. For analysis of secA gene the new specific primers were proposed in this
work and their utilization shows their high reliability for detection. Simultaneously, variability
of the isolates from different districts in Czech Republic was consistent with the expected
microevolution of this pathogen in different areas. Moreover, the analysis proved the presence
of three mixed infections in the collection of samples; two were proved for insects and one for
elm tree. In conclusion, this diploma thesis is the first larger-scale study focused on variability
of EIm yellows phytoplasma in Czech Republic and provides new information about its status

in this country.



Pod’akovanie:

Rada by som sa pod’akovala Mgr. Dane Safifovej, Ph.D. za jej pomoc, odborné vedenie,
trpezlivost a Cas, ktory mi venovala pri vypracovavani mojej diplomovej prace. Moja vd’aka
patri aj pani Jane Veselskej za jej pomoc pri praktickej Casti mojej prace a dalsim T'ud'om,
ktory mi svojimi pripomienkami pomohli dokonéit’ tito pracu. Diplomova praca bola
financovana Internou grantovou agentirou Univerzity Palackého v Olomouci, projekt cislo
IGA_PrF_2017_004 a IGA_PrF_2018_005.



3

4

5

6

8

LY OO 1
03 ] o) 2T SO PP PPPR PP 2
Lterdrny Prehlad ......ooovoieiicie e 3
T8 (0] o] - 74 11O PUS PP 3
3.2  Klasifikdcia fytoplaziem .........ccooiiiiiiiiiiiiic e 3
3.3 ‘Candidatus Phytoplasma Ulmi’ ..........cccerereiiieninieeiesiesie e s 4
3.4 Geneticka variabilita ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ ............ccocevvviiiieninininceen, 6
3.5 Povod ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ a jej koevoltcia s hostitelom ..........cccocevvriiiicnnnnn 8
3.6  Zaradenie ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ do skupiny 16SrV ........cccceovviviiinnennnn. 9
3.7  Fytoplazmy infikujtce rod Ulmus sp. a Statut ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ ....... 10
Material @ MEIOAY .. .eiiviiiiiiie it rne s 11
4.1  Biologicky Materidl .....cocviiiiiiiiiiicic e 11
4.2  Pouzité¢ chemikalie, SUPTaAVY @ TOZIOKY .ooovvviiiiiiiiiiii i 12
4.3  Identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ ..........c.ccocvrivereniiennrnnnnn 14
4.3.1  Elektroforeticka SEPATACIA .......cueeiuiiiiieiiieiiee et 15
4.3.2  RFLP QNALYZA ...eoiiiiiiicieece e 15
4.4  Genotypizacia izolatov fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ ....................... 15
4.5  Sangerove sekvenovanie PCR ProduKIOV.........cccooeiiriiininieiene s 17
4.6  Bioinformatickd analyza...........cccceoiiiiiiiiii 18
AV ] 16 1 TP RUPROPPRPR 19
5.1 Identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’..........ccccccovvvevvrienniennnnnnn. 19
9.2 TOS TRINA GEMN.iiiiiiii it r e e s 20
5.3 SECY-MAP IOKUS ..ot 22
54 TUF ZEN it 25
0.5 SECA GEM .. it 27
0.0 SECY oM.ttt 29
5.7  Gény pre ribozomalne proteiny rpl22 @ 1ps3 ..ooovviiiiiiiiiie 33
DISKUSIA ...t e 36
ZAVET ...ttt 41
LIEETATTITA ..ottt ettt ettt ettt b ettt e hb e et e bt e e s bt e et e e nhe e et e e sbeeennee e 42



Zoznam obrazkov

Obrazok 1: Virtualne restrikéné profily 'Candidatus Phytoplasma ulmi', génpre 16S rRNA,

iPhyClassifier, typovy izolat EY-627 (ACC. NO. AY197658) .........ccciviiiiiiiiiieiiiiieiiice e 5
Obrazok 2: Rsal-RFLP a Msel-RFLP profily R16F2/R16R2 produktov vybranych izolatov
TYtOplazmy ZHACKY DIESTUL ..oveeiiiiiiiiiiiii e e e e e e 20
Obrazok 3: In silico RFLP profily vybranych typovych izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ Stiepanych
restrikénymi endonukleazami Rsal (A), Msel (B) a Bfal (C). ....cooovvvveiiiiiiiiiiiiee e 21
Obrazok 4: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii secY-map lokusu................ 24
Obrazok 5: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii tuf génu ........................... 26
Obrazok 6: Detekcia SecA-Vf/r produktov vybranych izolatov pomocou elektroforetickej separacie

V 1% agardZOVOIM GEIE .......oovviiiiiiiiiie it 27
Obrazok 7: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii secA génu...........ccccoeevneeee. 28
Obrazok 8: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii secY génu......................... 32

Obrazok 9: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii kodujacich ribozomalne
PrOteINY TPI22 @ TPS3 ittt e et e et e e e e s e bbbt e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e 35

Zoznam tabuliek

Tabul’ka 1: Zoznam testOVanyCh VZOTIEK ..........vvviiiiiiiiiiiiiii e 11
Tabul’ka 2: Zlozenie reakénej zmesi pre 'direct' a 'nested” PCR reakCie .........ccccooovvvvviiineiiiiinnnnn, 14
Tabul’ka 3: Podmienky pre 'direct' P1/P7 PCR a 'nested’' R16F2/R16R2 PCR reakcie....................... 14
Tabulka 4: ZloZenie reak¢énej zmesi pre 'nested' PCR s primermi rp(V)F1A a rp(V)RIA................. 16
Tabul’ka 5: Podmienky PCR reakcii pre jednotlivé primery ...........cccovvvvvieiiiiiieinniiiee e 17
Tabulka 6: Rozpis primerov pouzitych pre sekvenovanie jednotlivych PCR fragmentov ................. 18

Tabulka 7: Porovnanie variability vybranych izolatov fytoplazmy Zltacky brestu v unikatnom
sekven¢nom motive 16S rRNA génu charakteristickom pre druh ‘Ca. Phytoplasma ulmi’................. 21
Tabul’ka 8: Porovnanie variability vybranych izolatov fytoplazmy Zltacky brestu v unikatnych
sekven¢nych motivoch secY génu charakteristickych pre druh ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ .................... 30
Tabul’ka 9: Porovnanie variability vybranych izolatov fytoplazmy Zltacky brestu v unikatnych
sekvencnych motivoch oblasti kodujiicej ribozomalne proteiny rpl22 a rps3 charakteristickych pre druh
‘Ca. PhytopRSma UIMI™ .......cooiiiiiiieiiiee et 34

Vi


file:///D:/Diplomová%20práca/diplomová_práca_1_5_4.docx%23_Toc511477242
file:///D:/Diplomová%20práca/diplomová_práca_1_5_4.docx%23_Toc511477242

1 Uvod

Fytoplazma  Ztacky  brestu  ‘Candidatus  Phytoplasma  ulmi’  predstavuje
najvyznamnejsicho patogéna rastlin rodu Ulmus sp. s potvrdenym vyskytom v Eurdpe, Az
a Amerike. U infikovanych rastlin ¥ moze vyvolavat jednak (a) symptomové infekcie
S priznakmi chlorozy listov, ich predcasného uschynania a opadania, redukovany rast rastliny
arozvoj metlovitosti na vetvach, tak aj (b) bezsymptomové infekcie bez viditeInych prejavov
priznakov na rastline, pozorované najmi na poévodom eurdpskych a azjskych brestoch. Mdoze
byt prendSand neoSetrenym rastinnym materidlom aj hmyzimi vektormi, najmd zradu
Hemiptera (napr. Scaphoideus luteolus, Macropsis mendax). Z molekularne-genetického
hladiska Studie variability fytoplazmy Ztacky brestov prevadzané v poslednych dvoch
desatroCiach postupne ukazuju, Ze pdvodny popis tejto fytoplazmy zroku 2004 je nepresny,
a tato fytoplazma je v Eurdpe v skuto¢nosti diverzifikovanejsia.

Hlavnou ndpliiou experimentdlnej Casti  diplomove; prace bola  multigénova
charakteristika ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ na zadklade analyzy Siestich vybranych génov
a génovych oblasti: 16S rRNA, rpl22 a rps3, secY, secY-map, secA atuf u vybraného suboru
izolatov tejto  fytoplazmy povodom z Ceskej republiky. Zaznamenani variabilita bola
nasledne porovnana suz popisanou variabilitou tejto fytoplazmy pri predchadzajicich

Stadiach v inych krajinach.



2 Ciel prace

Cielom v prvej Casti mojej diplomovej prace je strucné vypracovanie literdrnej reSerse na
tému fytoplazma Zltacky brestu (‘Candidatus Phytoplasma ulmi’) so zameranim na genetick
variabilitu tejto fytoplazmy.

Cielom praktickej cCasti je analyza genetickej variability fytoplazmy Zitacky brestu na
poskytnutych izolatoch ziskanych odbermi zjej hostitefov v Ceskej republike a nasledné
vyhodnotenie ziskanych vysledkov s ohladom na uZz popisani variabilitu tejto fytoplazmy
Vv predchadzajicich Stadiach.



3 Literarny prehl'ad
3.1 Fytoplazmy

Fytoplazmy su rastlinné patogénne baktérie bez bunkovej steny prispdsobené na striktne
paraziticky  spdsob  zivota. Z fylogenetického hladiska su pribuzné gram-pozitivnym
baktériam s nizkym obsahom G+C parov bazi (Weisburg et al., 1989). St zodpovedné za
ochorenia stoviek rastlinnych druhov po celom svete (Lee et al., 2000) ast prenasané
zrastling na rastlinu cicavym hmyzom zradu Hemiptera (Weintraub et Beanland, 2006).
Fytoplazmy nie je mozné kultivovat a ztohto dovodu nie je mozny ani ich kompletny
popis biologickych vlastnosti ako Zivych organizmov. Preto boli fytoplazmy, podla dohody
navrhnutej Murrayom et Schleiffrom (1994), popisané ako kandidatny taxon ‘Candidatus
Phytoplasma’ na trovni druhu.

3.2 Klasifikacia fytoplaziem

Zaradenie fytoplaziem v klasifikaénom systéme organizmov bolo dlho nejasné. Pdvodne
boli symptomy vyvolavané tymito patogénmi prisudzované virusovym infekcidm. Neskor po
ich vizualizacii v elektronovom mikroskope alepSej charakterizacii boli oznacované ako
mycoplasma like organisms (MLOs), kvoli ich podobnosti s mykoplazmami (Doi et al.,
1967). K pochopeniu ich fylogenézy viedli az aplikacie molekularnych technologi. Prvy
systtm klasifikdcie fytoplaziem bol zaloZzeny na reStrik¢nej analyze génu pre 16S rRNA
(Murray et Schleifer, 1994; Lee et al., 1998). Tento systtm umoziuje Sirokospektra
diferencidciu aje vSeobecne prijfmany pre svoju pomerni jednoduchost, spolahlivost
arychly sposob urCovania fytoplaziem. Neumoziuje vSak detailnejSiu  diferenciaciu,
predovSetkym rozliSovanie fytoplaziem liSiacich sa navzijom z biologického a ekologického
hladiska. V suCasnosti je na ziklade tejto klasifikdcie identifikovanych 33  hlavnych
16Sr skupin (I — XXXIII) (Bertaccini et al., 2014). Novsi klasifikacny systém zalozeny na
sekvenCnej analjze génu pre 16S TRNA a zohladneni biologickych a ekologickych
charakteristik, viedol k stanoveniu nového taxénu pomenovaného ‘Candidatus Phytoplasma’.
Pre popis fytoplazmy ako nového druhu pritom platia vSeobecné ustanovenia zroku 2004
navrhnut¢ International Research Programme on Comparative Mycoplasmology, IRPCM
(Firrao et al., 2004), ktor¢ nariad'uju, ze popis ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ druhu musi
odkazovat na jedini, unikatnu 16S rRNA génova sekvenciu (> 1200 bp) a kmen moze byt
uréeny za novy druh ak jeho 16S rRNA génova sekvencia ma < 97,5% identitu k predoslym
popisanym ‘Ca. Phytoplasma’ druhom. AvSak na zaklade doporuceni International
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Committee of Systematics of Prokaryotes, Subcommittee on the taxonomy of Mollicutes
mézu byt aj dve fytoplazmy zdielajuce viac nez 97,5% sekvenéni similaritu v géne pre
16S rRNA rozlisené ako dva samostatné ‘Ca. Phytoplasma’ druhy ak spliiajii nasledujiice
kritéria: (a) su prendSané odlisnymi vektormi, (b) maju odliSnych prirodzenych rastlinnych
hostitelov a (c¢) je dokaz oich vzijomnej molekularnej diverzite. Takéto fytoplazmy
reprezentujii ekologicky vzdialené populacie. (Firrao et al., 2004). Do sucasnej doby je pocet
‘Ca. Phytoplasma’ druhov 45 vratane najnovsie popisanej ‘Candidatus Phytoplasma
wodyetiae’ (Naderali et al., 2017).

V stcasnosti su fytoplazmy v taxonémii zaradené do riSe: baktérie (Bacteria), kmen:
Tenericutes, trieda: Mollicutes, rad: Acholeplasmatales, ¢el'ad: Acholeplasmataceae, rod:
‘Candidatus Phytoplasma’ (Firrao et al., 2004).

3.3 ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

Jedno z vyznamnych fytoplazmovych ochoreni drevin predstavuje Ztacka brestov. Jej
pri¢inou je infekcia rastlinného organizmu fytoplazmou ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.
Vyskyt tohto ochorenia bol prvykrat zaznamenany v USA roku 1938 (Swingle, 1938).
Ochorenie oznacované aj ako ‘elm phloem necrosis‘ viedlo vUSA v80. a90. rokoch
20. storo¢ia k vyznamnému Upadku a poskodenin U. americana L. a U. rubra Muhl. (brest
Cerveny) (Braun et Sinclair, 1979; Matteoni et Sinclair, 1985; Griffiths et al., 1999). Na
infikovanych brestoch boli pozorované symptomy ako epinastia, Ztnutie, zakrpatenie
apredCasné uschynanie a opadavanie listov, redukovany rast a zakrpatenie celej rastliny,
rozvoj metlovitosti (witches’ broom) na vrchole vetviciek a kondroch a predcasné otvaranie
vegetativnych pupetiov. Tieto bresty vykazovali vysoki mortalitu a infekcia mala typicky
epidemicky charakter (Braun et Sinclair, 1979). Na rozdiel od toho infikované bresty
povodom zEurdpy alebo Azie ako aj ich hybridy, vykazovali niziu mortalitu a vagsi vyskyt
bezsymptomovych infekcii. Tento trend bol pritom pozorovany nezavisle na mieste vyskytu
ndlezu infikkovanych brestov, to znamend ¢i uz v Amerke alebo Eurdpe. Ztoho sa da
usudzovat’ na nizSiu vnimavost a vySSiu odolost povodom eurdpskych a azjskych druhov
brestov voci tejto infekcii bez ohladu na ich aktudlny geograficky vyskyt (Mittempergher,
2000; Sinclair et al., 2000). V Eurdpe bol vyskyt Ztacky brestov potvrdeny vo viacerych
krajinach vratane Talianska (Goidanich, 1951; Gualaccini, 1963; Pisi et al., 1981; Marcone et
al., 1997), Franctzska (Maurer et al., 1993; Jarausch et al., 2001), Nemecka (Méurer et al.,
1993), Ceskoslovenska (Klastersky, 1951; Bojanansky, 1969) a Srbska (Jovié et al., 2008) na
breste polnom (U. minor Mill.), breste horskom (U. glabra Huds.), breste nizkom (U. pumila
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L.) abreste vizovom (U. laevis Pall). Vroku 2006 bola v Taliansku pritomnost’ tejto
fytoplazmy preukazana aj na breste drobnolistom (U. parvifolia Jacg.) (Murolo a Romanazzi,
2008). Ako hmyz vektor, zodpovedny za Sirenie fytoplazmy Zltacky brestov, bol v 50. rokoch
v USA preukazany Scaphoideus luteolus Van Duzee (Baker, 1949), ktory sa vSak v Europe
nevyskytuje. Preukazanym vektorom tejto fytoplazmy je v Taliansku Macropsis mendax
Fieber (Carraro et al., 2004). Ako dalsie potencidlne vektory v Eur6pe boli navrhnuté
Hyalesthes luteipes Fieber, Philaneus spumarius L. a Allygus atomarius Fabricius (Jovi¢ et
al., 2010). Vpripade prenosu tejto fytoplazmy rastlinnym materidlom, napriklad pri
zaStepovani, je mozné prevadzat’ oSetrovanie odrezkov brestov horticou vodou, aplikovanou
na jesen anasledne na jar. Tymto spdsobom je mozné produkovat fytoplazmy prosty material
(Boudon-Padieu et al., 2004).

Fytoplazma ZltaCky brestov je v ramci starSicho klasifikacného systému zaradena do
podskupiny 16SrV-A ato na ziklade jej charakteristického restrikéného profilu ziskaného
Stiepanim  R16F2/R16R2 produktu sekvencie 16S rDNA zikladnymi 17-timi restrik¢nymi
endonukleazami (Obr. 1). Vziknuty unkatny restrikény profil umoziuje jej nasledné
odliSenie od ostatnych fytoplaziem spadajtcich do nych skupin a podskupin.

ATY197658.1

Obrazok 1: Virtualne restrik¢né profily ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, gén pre 16S rRNA,
iPhyClassifier, typovy izolat EY-627 (Acc. No. AY197658)

Legenda: MW: Standard molekulovej hmotnosti (X174 DNA Stiepany Haelll), zvy$né drahy
(2 - 18): enzygmovo Specifické restrikéné profily, jednotlivé enzymy oznacené skratkou



DetailnejSia analyza vyuzivajuca novsi sekvenCny pristup klasifikacie umoznila zaradenie
fytoplazmového  kmefia EY1', savisiaceho s ochoreniami americkych brestov, do
samostatného druhu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, pre ktory je charakteristické: (1) 16SrV-A
fytoplazmy zdielaja  menSu ako 97,5% sekvenéni similaritu so vSetkymi zndmymi
fytoplazmami patriacimi do ostatnych skupin a stcasne vykazuji 98,2% sekven¢ni similaritu
v géne pre 16S rRNA, 93% similaritu v génoch kodujucich ribozomalne proteiny a 81%
similaritu v géne secY sJujube witches’ broom (JWB) phytoplasma (‘Ca. Phytoplasma
ziziph’) patriacej do podskupiny 16SrV-B. (2) Fylogenetické analyzy zalozené na troch
génoch indikuji, ze 16SrV-A podskupina reprezentuje skupinu jasne odli§nia od 16SrV-B
podskupiny v skupine Ztacky brestu. Podskupiny 16SrV-A a 16SrV-B mozu byt rozliSené
pomocou PCR pri vyuzti paru primerov Specifickych pre podskupinu 16SrV-B (Zhu et al.,
1997). (3) Pre podskupiny 16SrV-A a 16SrV-B nie je potvrdeny Zadny spolo¢ny rastlinny
hostitel' &i vektor; vektorom kmetia EY1' je Scaphoideus luteolus (Sinclair et al., 1976).

16SrV-A fytoplazma EY1' bola na ziklade smemice vymenovani za novy druh
snasledovnym popisom: ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’:[(Mollicutes) NC; NA; O, bez
bunkovej steny; NAS (GenBank accession nos AY197655, AY197675, AY197690);

jedine¢né  oligonukleotidové  sekvencie pre 165 TrRNA (GGAAA®’ ~— 8%
CGTTAGTTGCC®®  — M%) mpp2.ps3  (TTACGCTTGCC®*  — 2%
CATTTAATAAAATTGCTATT™®® = 78 AAATTCTATTTCTATGGGAAT™ = %%%) a secY
(TTTGATCCAATGTTAA®?® %5 GTCTTTCGGTCATGGATTGA*®  — o4

ATTTAGTCTAAT®® — 527 CAAATAGAACAAN3 — 108%) osny P (Ulmus americana,
phloem); M]. EY1" je referen¢ny kmen (Lee et al., 2004a).

3.4 Geneticka variabilita ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

Pri popise ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ ako nového druhu v roku 2004 bol preukazany
monofyleticky povod tejto fytoplazmy a bola popisand relativne nizka variabilita v ramci
samotného druhu (Lee et al., 2004a). Pri neskorSich $tadidch vo Francizsku (Malembic-
Maher et al., 2011), Ceskej republike (Navratil et al., 2009), Srbsku (Jovié et al., 2011)
anajnovSic v Chorvatsku (Katani¢ et al., 2016) vSak postupne autori pre ten isty
fytoplazmovy druh preukazovali variabilitu znacne vysSiu. Tento jav vznikol v dosledku toho,
7ze pri popise tejto fytoplazmy bol vyuzty nizky pocet testovanych izolatov pre analyzu
anavySe nebola zohladnena mozna geograficka variabilita druhu ‘Candidatus Phytoplasma

ulmi’.  Vybrané izolaty boli navySe homogénne v géne pre 16S rRNA a ribozomalnych
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proteinoch s minimalnou diverzitou vsecY géne. Preto az vysledkom analyzy viacerych
izolatov s odlisnym geografickym pdvodom (geograficky vzdialenych) bola odhalena vysSia
geneticka variabilita v ramci druhu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.

Stadie zroku 2009 v Ceskej republike prevadzané na fytoplazme ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’, izolat EYCZ1, potwrdili pre tento izolat pritomnost jedine¢nych
oligonukleotidovych sekvencii charakteristickych pre druh ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.
Stcasne bola pri tychto stadidch preukdzand u daného izolatu vySSia variabilita, nez bola
povodne pre fytoplazmu zitacky brestu popisand, pricom variabilta bola preukdzana aj
vtypovych sekvenciach vsetkych testovanych génov druhu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.
Jednalo sa tak o prvé spochybnenie univerzalneho vyuZtia tychto sekvencii pri jedine¢nej
identifikacii fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi® (Navratil et al., 2009). Rozsiahlejsie
fylogenetické stidie zamerané na genetickl variabilitu ‘Candidatus Phytoplasma  ulmi’
prevadzané v Srbsku potvrdili monofyleticky pdévod vSetkych Studovanych izolatov tejto
fytoplazmy, ale taktiez mndikovali existenciu fylogenetickej divergencie Vramci skupiny
aexistenciu viac ako jednej fylogenetickej linie ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Kombinované
analyzy 4 génov (16S rRNA, rpl22-rps3, secY asecY-map) viedli Kk rozliSeniu 4 subtypov
‘Ca. Phytoplasma ulmi’: EY-S1 az EY-S4 (Jovic et al, 2011). Fylogenetické stidie
vV Chorvatsku preukazali uizolatov takisto vySSi variabilitu vo vSetkych Studovanych génoch
oproti povodnej praci a viedli k zoskupeniu analyzovanych izolatov do jednej skupiny. Pritom
izolaty z Chorvatska patrili do jednej fylogenetickej linie a ako bolo ocakavané na ziklade
geografickych podmienok, boli blizko pribuzné k izolatom zo Srbska (Katanic et al., 2016).
V tejto komplexnej fylogenetickej analyze sa porovnavany izolat EYCZI1, popisany v roku
2009, vy¢lenil do samostatnej linie, ¢o naznacuje vacsiu divergenciu tejto fytoplazmy.

Analyzy zamerané na genetickl variabilitu Vramci samotného druhu ‘Ca. Phytoplasma
ulmi® navySe preukdzali efektivitu vyuztia jednotlivych génov pre jeho detainejSiu
charakteriziciu. Analyza vysoko konzervativnych 16S rDNA sekvencii izolatov viedla
v Chorvatsku k detekcii dvoch genotypov, EY-16S-1 a EY-16S-2, pricom izolaty zo Srbska
boli identické s genotypom EY-16S-1. Doslo tak k rozfleneniu druhu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
do dvoch fylogenetickych linii. Variabilita v tejto oblasti je vSak minimilna a predstavuje ju
iba minimalny pocet zmien, najcastejSic v podobe jednonukleotidového polymorfizmu (SNP),
apreto nemoze slzt’ pre detainejSie rozliSenie (Jovic et al., 2011; Katanic et al., 2016).
Rozsiahlejsiu  diferenciaciu  poskytla fylogeneticka analyza oblasti kodujiicej ribozomalne
proteiny rplV (rpl22) a rpsC (rps3). Tato oblast’ vykazovala menSiu konzervativnost
v porovnani sO 16S rDNA abola vhodna pre detailnej$iu diferenciaciu a rozliSenie biologicky
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a/alebo ekologicky vzdialenych kmenov fytoplazmy. Analyzy srbskych izolatov umoznili
rozZliSit na zaklade tejto oblasti dve fylogenetické linie rpV-EY1 arpV-EY2 (Jovic et al.,
2011), vChorvatsku vsetky izolaty patrili do linie rpV-EY2 avramci samotnej linie
bolo rozlisenych 5 genotypov, EY-rp-1 az EY-rp-5 (Katanic et al., 2016). Ako
najvariabinejSi gén v porovnani s ostatnymi Studovanymi génmi sa preukdzal secY gén.
Tento gén, lokalizovany na vzdialenejSej oblasti Spc operdénu a kodujuci podjednotku proteinu
translokdzy SecY, umoznil najdetailnejSiu diferencidciu izolatov tejto fytoplazmy. Na zaklade
analyzy secY Vv Srbsku boli rozliSené 2 fylogenetické linie, SecY-EY1 a SecY-EY2 (Jovi¢ et
al., 2011), studie tohto génu v Chorvatsku viedli k detekcii izolatov patriacich do linie SecY-
EY2, priom vramci tejto linie rozliili izolaty na celkovo 24 genotypov (Katani¢ et al.,
2016). Daliou variabilnou oblastou vyuwZitou pri §tadidch na ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ je lokus
secY-map, ktory nesie map gén kodujuci metionin ammopeptiddzu. Analyza tejto oblasti
uizolatov z Talianska a Franctzska viedla k rozdeleniu tychto izolatov do dvoch
homogénnych kmenovych klasterov EY1 a EY2, pricom voboch skupinich boli pritomné
izolaty zoboch krajin. Genetickd diverzita zstena na zdklade analyzy tohto lokusu bola
pritom v zhode s taxonomickym statusom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (Boudon-Padieu et al.,
2004; Arnaud et al., 2007). Na zaklade fylogenetickej analyzy lokusu secY-map boli v Srbsku
rozliSené tri linie, Map-EY1 azMap-EY3 (Jovi¢c et al., 2011). V Chorvatsku boli na zaklade
analyzy tohto lokusu detekované izolaty spadajice do linie Map-EY3, vramci ktorej bolo
rozliSenych 7 genotypov, EY-map-1 az EY-map-7 (Katani¢ et al., 2016).

Stadie zo Srbska aj Chorvatska pritom preukdzali pritomnost muticii v typovych
sekvenciach vSetkych troch génoch 16S rRNA, rpl22-rps3 asecY, unikatnych pre ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ o je v zhode so §tidiami z Ceskej republiky (Navratil et al., 2009; Jovi¢
et al, 2011; Katanic et al., 2016). Ztohto dovodu bolo navrhnuté, aby sticasné poznatky
otejto fytoplazme boli znovu zhodnotené s dorazom na verifikaciu, korekciu a/alebo
aktualizicm  druhovo-$pecifickych  oligonukleotidovych sekvencii. S tym stvisi aj potreba
prehodnotit’ a aktualizovat’ pouzivané kombindcie reStrikénych endonukleaz pri RFLP
analyze pre jedine¢ni fytoplazmovi identifikaciu druhu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (Jovi¢ et al.,
2011).

3.5 Povod ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ a jej koevolucia s hostitelom

Niekolkoro¢né  stidie zamerané na variabilitu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’  viedli
k navrhnutiu  hypotézy, Ze¢ povod tejto fytoplazmy je v Eurépe. Znacné mnozstvo
fylogeneticky pribuznych ale vysoko variabinych kmenov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ spolu

8



sich relativne nizkym dopadom na bresty v Chorvatsku by mohlo tito hypotézu podporovat’.
Pre overenie europskeho povodu tohto patogénu je ale potrebné analyzovat’ viac kmenov
prave zo Severnej Ameriky a nie len z Europy (Jovic et al., 2011; Katani¢ et al., 2016).

Dalsie $tadie naznaduj, Ze fytoplazma Zltacky brestov nepredstavuje priame riziko pre
bresty ato pravdepodobne v désledku dlhej koevolicii patogénu ‘Ca. Phytoplasma ulmi® S jej
hostitelom brestom vdzovym (U. leavis Pall). Takyto pripad balancovaného paraztizmu sa
typicky prejavuje  Castymi  bezsymptomovymi infekciami  pozorovanymi u  eurdpskej
populacie brestov. AvSak pri sporadickom prenose tohto patogénu na vnimavého hostitel’a
mdéze vnknit' riziko adaptacie na takéhoto hostitela a v kone¢nom dosledku viest' k vzniku
novej podskupiny fytoplazmy spdsobujucej ochorenie so zavaznym ekonomickym dopadom.
Takyto pripad bol zaznamenany pre Alder yellows phytoplasma (AldY) ajej prirodzeného
hostitel'a jelsu lepkavii (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.). Analyzou genetickej variability sa
preukazalo, ze pri prenose AldY na vini¢ dosSlo k adaptacii patogénu na nového vnimavého
hostitel'a a vzniku novych druhov fytoplaziem sposobujicich ochorenia flavescence dorée
(FD) a Palatine grapevine yellows (PGY) (Arnaud et al., 2007; Holz et al., 2016). Avsak
potencidlna moznost nového posunu z prirodzenych fytoplazmovych rezervodrov na

ekonomicky vyznamné rastliny sa predikuje vel'mi problematicky.

3.6 Zaradenie ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ do skupiny 16SrV

‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ patri do 16SrV skupiny oznaCovanej tiez ako ‘Elm
yellows group‘ (EY), priom tito skupma predstavuje treti najvacsi fytoplazmovy klaster
(Gundersen et al., 1996; Lee et al., 2000). 16SrV skupina je velmi variabina a patria sem
kmene, ktoré¢ sa medzi sebou znacne liSia okruhom svojich rastlinnych hostitel'ov, hmyzimi
vektormi a geografickou distribiciou. Hostitelov fytoplaziem ztejto skupiny predstavuja
predovsetkym brest, jelsa, vini¢, Cernice, CereSne, broskyne, eukalyptus, druh Spartium. Ich
rozsirenie bolo potvrdené v Amerike, Eurdpe a Azi (de Fluiter et van der Meer 1953; Daire et
al., 1993; Maurer et Seemiiller, 1995; Marcone et al., 1996a; 1996b).

16SrV skupina je velmi rozmanita. Na zaklade analyzy variability sekvencii génov pre
16S rRNA, ribozomalne proteiny rpl22 arps3 asecY (Lee et al., 1998; Martini et al., 1999;
Davis et Dally, 2001) bola rozdelena do 5 podskupin. Podskupiny odli§ené prave na zaklade
génov pre ribozomalne proteiny alebo secY su zhodné sich Specifickymi ekologickymi
nikami. Specificky rastlinny hostitel, vektor, popripade geograficki oblast predstavovali
ekologické obmedzenia, ktorych vplyvom sa fytoplazmy tejto skupiny diferencovali
a vytvorili tak skupinu pozostdvajicu zo znacne heterogénnych fytoplazmovych kmenov
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(Reinert, 1999; Lee et al, 2004a). Patria sem nasledujice podskupiny: (1) 16SrV-A
zahrhujuca izolaty spoOsobujice ZitaCku brestov, ktoré su zaradené do druhu ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ (Lee et al., 2004a); (2) 16SrV-B zahriujica fytoplazmy Cherry lethal
yellows phytoplasma (CLYS) infikujica ¢eresne v Cine (Zhu et al., 1997) a Jujube witches’
broom phytoplasma (JWB) spdsobujuca metlovitost’ ¢inskych datli (Ziziphus spp.), a ktora
bola neskorSie popisana ako ‘Candidatus Phytoplasma zziphi’ (Jung et al., 2003);
(3) podskupiny 16SrV-C a 16SrV-D zahriujuce fytoplazmy Alder yellows phytoplasma
(AldY) infkujuca jelBe v severnej Europe (Maurer et al., 1993; Marcone et al., 1997);
Flavescence doreé phytoplasma, ktora vyvolava typické Ztnutie vinia v Europe (Daire et al.,
1992; Torres et al., 2005) a Hemp dogbane associated phytoplasma infikujuca Apocynum
cannabinum L. (Griffiths et al., 1999); (4) 16SrV-E zahriyjica fytoplazmu Rubus stunt
phytoplasma (RuS), ktora napada ako divoké tak aj kultivované Cernice (Rubus spp.)
v Eurépe, a ktora bola neskor popisana ako ‘Candidatus Phytoplasma rubi’ (Malembic-Maher
et al., 2011); (5) 16SrV-F zahriujuca izolaty sposobujuce metlovitost na Balanites triflora
Tiegh., ktoré st zaradené do druhu ‘Candidatus Phytoplasma balanitac’ (Win et al., 2013).

3.7 Fytoplazmy infikujuce rod Ulmus sp. a Statut ‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’

Hoci v stCasnosti  predstavuyje  ‘Ca.  Phytoplasma  ulmi’  najzavaznejSicho
a najrozSirenejSicho  patogéna pre rod Ulmus (Murolo et Romanazzi, 2008), boli
dokumentované prilezitostné infekcie brestov aj mymi fytoplazmami ako st napr. ‘Ca.
Phytoplasma asteris’, ‘Ca. Phytoplasma solani’ a ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ (Lee et al., 1995;
Jacobs et al., 2003; Credi et al., 2006). To potvrdzuje, Ze geneticky odlisné fytoplazmy mozu
mfikovat’ tie ist¢ rastlnné druhy, a preto je presnd identifikdcia a typizacia fytoplazmovych
kmeniov nevyhnutnd pre stanovenie pri¢iny a pdvodu novych vyskytov a predikovaniu smeru
Sirenia ochorenia (Arnaud et al., 2007).

Fytoplazma Zltacky brestov ma zna¢ny ekonomicky dopad, ¢im sa stidva predmetom
medzinarodnej karantény. V sucasnosti je organiziciou EPPO (European and Mediterranean
Plant Protection Organization) zaradena do Al listu skodcov, pre ktoré je doporucena
regulacia ako karanténnych Skodcov (EPPO, 2017).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pri vypracovavani experimentalnej cCasti diplomovej prace bola spracovana DNA
z 26 vzoriek brestov (Ulmus sp.), 4 vzoriek vosiek Cacopsylla ulmi Forster, 1 vzorky méry
Psylla alni Linnaeus a 1 vzorky peniarky Aphrophora alni Fallén, ako hostitel'ov ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’. Vyizolovana DNA bola zskana v spolupraci s Laboratoriom virologie,
Oddelenie diagnostické laboratorium Olomouc, UKZUZ (Ustfedni kontrolni a zkusebni Ustav
zeméd@lsky). Jednotlivé vzorky boli ziskané vramci prieskumu vyskytu fytoplazmy Zltacky
brestu v Ceskej republike v rokoch 2015 a 2016, ich sthrn vid® tabul’ka 1.

Na klonovanie bola vyuzita baktéria Escherichia coli, kmen DH5a (genotyp: F- 80dlacZ
M15 (lacZYA-argF) U169 recAl endAlhsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyrA96 relAl).

Tabulka 1: Zoznam testovanych vzoriek

Oznacenie vzorky/

Rok odberu Hostitel’ Lokalita Priznaky
205/2015 Ulmus minor Vilantice Nevyhodnotené
516/2015 Ulmus sp. vychodné Cechy Hnedé¢ $kvrny na listoch
517/2015 Ulmus sp. Vrbka u Opavy Nevyhodnotené
521/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
522/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
523/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
524/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
527/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
624/2015 Ulmus sp. Velky Viestov Bez symptémov
627/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
628/2015 Ulmus minor Velky Viestov Bez symptoémov
629/2015 Ulmus minor Vilantice Bez symptomov
336/2016 Ulmus sp. Ulibice Zvinovanie a chlordza listov
337/2016 Ulmus sp. Valdice Bez symptomov
338/2016 Ulmus sp. Ulibice Bez symptomov
353/2016 Ulmus sp. Valdice Bez symptomov
354/2016 Ulmus sp. Valdice Bez symptomov
392/2016 Ulmus sp. Luzany nad Trotinou Bez symptomov
560/2016 Ulmus sp. Kolin Bez symptémov
637/2016 Ulmus sp. Labétmi};ggr?qany nad Zltnutie a mramorovanie listov
638/2016 Ulmus sp. Labetmi_gggr?]any nad Bez symptomov
639/2016 Ulmus sp. LabetmLiggr‘;a“y nad Bez symptémov
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Tabul’ka 1 (pokradovanie): Zoznam testovanych vzoriek

Oznacenie vzorky/

Rok odberu Hostitel’ Lokalita Priznaky

646/2016 Ulmus sp. Vrchlabi Bez symptomov

797/2016 Ulmus sp. SmrZice Vyrazn¢ Zlmﬁ;ltf)\f‘ opadavanie
- Predcasné Zltnutie a zvinovanie

904/2016 Ulmus sp. Pruhonice listov, presychanie vetiev

980/2016 Ulmus glabra Dyjakovice Zlnutie listov

671/2015 Cacopsylla ulmi Vilantice

771/2016 Cacopsylla ulmi Vilantice

773/2016 Cacopsylla ulmi Vilantice

774/2016 Psylla alni Vilantice

775/2016 Cacopsylla ulmi Vilantice

776/2016 Aphrophora alni Vilantice

4.2 Pouzité chemikalie, supravy a roztoky

Pouzité chemikalie

Agarose |™ Biotechnology Grade (Ambresco)

Destilovana voda a sterina deionizovana voda

Izopropanol
70% etanol

Restrikéna endonukleaza: Msel (New England Biolabs, kat. ¢. R0525S)
Rsal (Promega, kat. ¢. R6371)
Bfal (New England Biolabs, kat. ¢. R0O568S)
Pouzité primery (Generi Biotech)
MyTaq"™ DNA Polymeraza (Bioline, kat. & BIO-21107)
Platihum® Taq DNA Polymeraza (Invitrogen, kat. ¢. 10966-018)
2 mM dNTP (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0241)
DNA loading Dye & SDS Solution (6x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R1151)
GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. &. SM0323)
GoodView™ Nucleic Acid Stain (SBS Genetech, kat. & HGV-2)

X-Gal (Fermentas, kat. ¢. #R0401)
IPTG (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 15529019)
Ampicillin Sodium (Duchefa Biochemie, A0104)
Ethidium bromide solution (Sigma-Aldrich, E1510)
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Pouzité supravy

BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, kat. ¢. 4337457)
QIAgiuck Gel Extraction Kit (Qiagen, kat. ¢. 28706)
pGEM-T Easy Vector System (Promega, kat. ¢. A1360)

Pouzité roztoky a ich priprava

1x TAE pufor (priprava zo zasobného roztoku 50x TAE: 242 g Tris base a 37,2 ¢
Na2EDTA-2H,0 rozpustitt v 900 ml deionizovanej vody, pridat’ 57,1 ml ladovej kyseliny
octovej a dophit’ H,O do 1000 ml, pH 8,5)

0,1% roztok bromfenolovej modrej v 30% glycerine

SOC médium pre pGEM-T Kit (ku 2 g BactoR-tryptone, 0,5 g BactoR-yeast extract, 1 ml 1M NaCl
a 0,25 ml 1M KClI pridat’ 97 ml destilovanej vody a za mieSania rozpustit’, autoklavovat’ a po
schladeni na izbovii teplotu pridat’ 1 ml 2M Mg?* stock a 1 ml 2M glukézy, pH 7)

LB médium (10 g kasein hydrolyzatu, 5 g kvasnicného autolyzatu, 5 g peptonu, 10 g NacCl,
11H,0 al7gagaru za mieSania rozpustit’ (pH 7,2 —7,4) a autoklavovat’ 25 — 30 min pri 120 °C)

Zomam pouzitych pristrojov a zariadeni

Analytické vihy A&D EK 200G (A&D Co. Ltd.)

Autoklav (WITEG Labortechnik)

Centrifiga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifiga Spectrafuge 24D (Labnet)

Elektroforeticka komorka HU 10 (Scie-Plas)

Fluorimeter Hoefer DyNa Quant 200 (Amersham Biosciences)
Geneticky analyzator ABI PRISM 3730 (Applied Biosystems)
Inkubator (Edmund Biihler GmbH)

Laminarny box PV-100 (Telstar)

Mikrovinna traba MA 85050 (OTF)

Minicentrifaga Spectrafuge™ MINI (Labnet)

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Rotacna trepacka BIO RS-24 (Biosan)

Sucha vodna kuapel’ (Labnet)

Termoblok Mixing Block MB-102 (Bioer)

Termocyclér T100TM (BIO-RAD)

UV transluminator Syngene G:Box - dokumentacny systém GeneSnap (Herolab)
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UV transluminator UVT-14 L (Herolab)
Vortex MS2 Minishaker (IKA)
Zdroj jednosmerného pridu Power Station 300 (Labnet) a MP-250V (BioTech)

4.3 Identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

DNA izolovand z potencidlne poztivnych vzoriek bola testovand na pritomnost’
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ analyzou génu pre 16S rRNA. Vywita bola Standardna
dvojkrokova PCR reakcia a nasledna RFLP analyza produktov. ‘Direct® PCR bola prevedena
primermi P1 aP7 (Deng et Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) a nasledna ’nested” PCR
s primermi R16F2 a R16R2 (Lee et al., 1993; Gundersen et Lee, 1996).

Reak¢na zmes pre ‘direct’ PCR obsahovala primery P1 (forward) a P7 (reverse) a bola
rozpipetovand po 18 pl do 0,2ml mikroskimaviek. K zmesi bolo nasledne pripipetované po
2l DNA abola prevedena PCR amplifikacia. Reak¢nd zmes pre ‘nested® PCR obsahovala
primery R16F2 (forward) a R16R2 (reverse) abola rozpipetovana po 23 u do 0,2ml
mikroskiimaviek. K zmesi boli nasledne pripipetované 2 pl 20x nariedeného PCR produktu
z ‘direct’” PCR abola prevedena amplifikdcia. Zlozenie reakénych zmesi a podmienky PCR
amplifikacii vid’ tabul’ka 2 a 3.

TabulPka 2: ZloZzenie reak¢nej zmesi pre 'direct’ a nested’ PCR reakcie

Reakénd zmes Koncentricia 1 test [pl] 1 test [ul]
zasobného roztoku ‘direct* PCR ‘nested‘ PCR

Pufor 5X 4,00 5,00

Destilovana H,O 13,40 17,30

Forward primer 20 uM 0,20 0,25

Revers$Mprimer 20 uM 0,20 0,25
MyTaq ™ DNA 1

polymeraza _(Bioline) Ul 0.20 0.20

Celkom 18 23

Tabulka 3: Podmienky pre 'direct’ P1/P7 PCR a 'nested’ R16F2/R16R2 PCR reakcie

Nasadanie

Predenaturacia Denaturacia primerov Syntéza Dosyntetizovanie
Dyirect 95 °C,1 min 55°C,2min 72 °C, 3 min
%‘éeét 95 °C, 2 min 72°C, 10 min
35 cyklov
‘ ‘ 95 °C,1 min 50°C,1min  72°C, 1 min
Nested”  95¢,2min 72°C, 10 min
40 cyklov
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4.3.1 Elektroforeticka separacia

Velkost PCR produktov bola zstena elektroforetickou separaciou 5 Wl PCR produktu
V1% agarbzovom géle v 1x TAE pufri za pritomnosti farbiva GoodView (GoodView™™
Nucleic Acid Stain, E. coli). Produkty boli separované po dobu 60 min pri 80 V anasledne

vizualizované pomocou dokumentacného systému G:Box (Syngene).

4.3.2 RFLP analyza

Pre identifkaciu detekovanej fytoplazmy a potvrdenie pritomnosti ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ boli pri RFLP analyze pouzité tri restrikéné enzymy a to Msel (New
England Biolabs), Rsal (Promega) aBfal (New England Biolabs). Ziskané R16F2/R16R2
produkty boli pred Stiepanim precistené s vyuzitim kitu QIA quick Gel Extraction Kit (podla
QIA quick Spin Handbook 07/2002; Qiagen, Germany). Ako kontrola RFLP reakcie boli
pouzité¢ profily fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ (pévodca eurdpskej Zltacky

kostkovic).

4.4 Genotypizacia izolatov fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

Pre multigénova charakteristku fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’  boli
analyzované: parcidlna sekvencia génu pre 16S rRNA, oblast’ kédujuca ribozomalne proteiny
rpl22 a rps3, parcialna sekvencia secY génu (kodujiica protein SecY, ktory tvori podjednotku
proteinu translokazy), secY-map lokus, tuf gén (kédujuci elonga¢ny faktor Tu) a parcialna
sekvencia secA génu (kodujuca protein SecA, ktory je sucastou podjednotky translokazy).
Casti spomenutych génov boli amplifikované s odpovedajucimi primermi  a pritomnost’
o¢akavanych produktov bola potvrdena elektroforetickou separaciou v 1% agar6zovom géle
a ich naslednou vizualizaciou.

Gén pre 16S rRNA bol uizolatov zroku 2015 amplifikovany v dvojkrokovej PCR,
‘direct” PCR za pomoci primerov P1/P7 (Deng et Hiruki, 1991; Schreider et al., 1995),
nasledovanej jednou z dvoch variant nadvdzujicej PCR a to: () ‘seminested’ s vyuzitim paru
primerov P1A/P7 (Deng et Hiruki, 1991; Lee et al., 2004b) alebo (b) ‘nested’ s primermi
F1/B6 (Davis et Lee, 1993; Padovan et al., 1995). U izolatov zroku 2016 bol pouzty
amplikon R16F2/R2, vid’ predchadzajici postup. Podmienky PCR reakcii zhrnuté v tabul’ke 5.

Oblast’ kodujica ribozomalne proteiny rpl22 a rps3 bola amplifikovana v dvojkrokovej
PCR podla Lee et al. (2004b), ‘directt PCR bola prevedena za pomoci primerov
rp(V)F1/rp(V)RL, nasledovanej  ‘nested” PCR  prevedenej za pomoci  primerov
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p(V)F1A/p(V)RIA. Reakéna zmes pre obe PCR bola pripravovana s Platinum Tag DNA
polymerdzou (Platmum® Taq DNA Polymerase, Invitrogen), zlozenie wvid® tabulka 4.
Podmienky PCR reakcii zhrnuté v tabulke 5.

Tabulka 4: Zlozenie reakcnej zmesi pre 'nested' PCR s primermi rp(V)F1A arp(V)RI1A

., Koncentracia
Reakéna zmes sisobného roztoku 1 test [pl]
Pufor 10x 2,5
MgCl, 50 mM 1,5
Destilovana H,O 15,8
dNTP 2mM 2,5
f primer (rp(V)F1A) 20 uM 0,25
r primer (rp(V)R1A) 20 uM 0,25
Platinum Taq DNA 1
pobmere?za SU- 0.2
Celkom 23

Cast’ sekvencie kodujucej secY bola amplifikovana v dvojkrokovej PCR podla Angelini
et al. (2001), ‘direct’” PCR reakcia bola prevedena za pomoci primerov FDIf/FD9r (Daire et
al., 1997), nasledovanej ‘nested” PCR prevedenej za pomoci primerov FD9f3/FD9r2
(Angelini et al., 2001). ZloZenie reakcénej zmesi pre obe PCR bolo rovnaké ako v pripade
amplifikacie ribozomalnych proteinov, vid tabul’ka 4. Podmienky PCR reakcii vid’ tabulka 5.

Oblast’ kodujica secY-map bola amplifikovanda za pomoci primerov FD9{5/MapRI1
(Arnaud et al., 2007). Zlozenic reak¢nej zmesi bolo rovnaké ako v pripade amplifikacie génu
pre ribozomalne proteiny, vid' vySSie. V pripade slabych produktov popripade izolatov bez
produktov bola prevedenid ‘nested® PCR s rovnakymi primermi a 20x nariedenymi produktmi
z prvej PCR. Podmienky PCR reakcie vid’ tabulka 5.

Oblast’ kodujuca elongacny faktor Tu bola amplifkovana v dvojkrokovej PCR podla
Malembic-Maher et al. (2011), ‘direct’ PCR za pomoci primerov FDTUF-F1/FDTUF-RL,
‘seminested” PCR za pomoci primerov FDTUF-F1/FDTUF-R2. Podmienky PCR reakcii
Zhrnuté v tabulke 5.

Oblast’ koédujica secA bola amplifikovand dvoma sposobmi. Najprv bola prevedena
dvojkrokova PCR, ‘direct” PCR za pomoci primerov SecAforl/SecArev3, ‘seminested” PCR
za pomoci primerov SecAfor2/SecArev3 (Dickinson et Hodgetts, 2013). V druhom pripade
boli 20x nariedené produkty ‘direct’ PCR vyuzit¢é pre nasledni ‘nested” PCR s primermi
SecA-V{/SecA-Vr (navrhnutych v tejto praci, 5°- ACTTCAGTTATGTCTGCWTATIT - 3’/
5 - TCGATGCTACAACCTTCTTT - 3°). Podmienky PCR reakcii zhrnuté v tabulke 5.
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Tabul’ka 5: Podmienky PCR reakcii pre jednotlivé primery

Prime Pocdiato¢na Denaturici Nasadanie Svnté Dosyntetizovanie

Y denaturicia — Coacdracia primerov ynteza ret’azcov

P1A/P7 95 °C. 2 min 95°C,1min 55°C,1min 72°C,3 min 72 °C. 7 min
40 cyklov

F1/B6 95°C, 2 min —2-C1min 50°C,2min 727G, 3min_ o) o6 1o min
35 cyklov

R16F2/R2 95°C, 2 min —>_C1min S0°C, Imin  72°C, Imin ) o 14 iy
40 cyklov

4°C, I mi °C, lmin 72 °C, I mi

P(V)FURL  94°C, 3 min —a o 1mm 60°C. Imn 727G, min )00 i

35 cyklov
4°C, | mi °C,2min_ 72 ° :

(V)FIARIA  94°C, 1 min —2 o 1min S0°C.2min 727G, 3min ) o0 oG
40 cyklov

~ 95°C,30s  54°C,30s 72°C,2mn .

FDOf/r 95 °C, 3 min 72 °C, 7 min
40 cyklov

FDf3/r2 95°C,005 2 ©30s 487G 30s PGPS 5o gmip
40 cyklov

FDOfS/MapR1 ~ 95°C, I min 2308 52°C,30s 727G, 908 o) on 14 i
35 cyklov

FDTUF-FIRL  95°C, I min —2 308  56°C,30s 727G Tmin oy on 50y
40 cyklov

EDTUF-FI/R2  95°C, 1 min — 22308 90°C.30s 727G, 1mn )00 5,50
40 cyklov

MI13MI13r  95°C,2min —> 1M S55°C.1min 72°C, 1min o) o0 5
40 cyklov

SecAforlrevd  94°C,2min —o G 1min 527G 455 TG 1min o) o0 5
35 cyklov

SecAfor2frevd  94°C,2min —4-Colmn 527G 45s TG, 1min o) o0 g
35 cyklov

SeCAVEI T 94°C,2min —a_Celmin S27C. 455 72RC. 1min o0 o a
35 cyklov

4.5 Sangerove sekvenovanie PCR produktov

Specifické PCR produkty boli izolované pomocou QIA quick Gel Extraction Kit, podla
pokynov vyrobcu. DNA bola vo findlhom kroku eluwovand do 30 pl deionizovanej vody
anasledne bola jej koncentracia stanovena fluorometricky pomocou fluorometru Hoefer
DyNA Quant 200 (Amersham Biosciences). FD9f3/r2 PCR produkty boli zdévodu
neSpecifického nasadania ‘forward® primeru zaklonované do pGEM-T wvektoru a nasledne boli
pre kazdu vzorku sekvenované tri koloénie pomocou primerov M13f a M13r. Tento postup bol
vywity aj pri ziskavani sekvencii pre iné gény, ato Uizolatov, uktorych nebola zskana
sekvencia priamym sekvenovanim. U troch izolatov bola kompletna sekvencia pre oblast

kodujicu secY zskand zlozenim sekvencie produktu FD9f3/12 sekvenovaného pomocou
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dvoch reverznych primerov: FD9r2 (Angelini et al., 2001) a FDO9r-seq (navrhnutom v tejto
praci, 5° - GTTATTAAATCAGCTAACCAAACAG - 3°). Izolovana DNA bola znacena
pomocou BigDye® Terminator v 3.1 Cycle Sequencing kitu podla pokynov vyrobcu. Zoznam
primerov pouzitych pri  sekvennom znacCeni jednotlivych genomickych fragmentov vid’
tabu’lka 6. Produkty boli nésledne sekvenované pomocou genetického analyzatoru
ABI PRISM 3730 na Ustave experimentalnej botaniky, AV CR, CR Hana, Olomouc.

Tabul’ka 6: Rozpis primerov pouzitych pre sekvenovanie jednotlivych PCR fragmentov

PCR produkty Dizka produktu [bp] Pouzité primery
P1A/P7 1827 P1A, P7, fU5, M1, R2
F1/B6 1714 F1, B6, M1, R2

R16F2/R2 1203 F2, R2
rp(V)F1A/R1A 1155 rp(V)F1A, rp(V)R1A
FDOf/FD9r 1300 FDOf, FD9r
FD9f3/FD9r2 1150 FD9f3, FD9r2
FD9f5/MapR1 875 FD9f5, MapR1
FDTUF-F1/FDTUF-R2 998 FDTUF-F1, FDTUF-R2
SecAforl/SecArev3 840 SecAforl, SecArev3
SecAfor2/SecArev3 480 SecAfor2, SecArev3
SecA-VfISecA-Vr 716 SecA-Vf, SecA-Vr

4.6 Bioinformaticka analyza

Primarne sekvencné vystupy boli zloZzené do vyslednych kontigov pomocou programu
SeqMan (DNASTAR, Lasergene). ldentita ziskanych sekvencii bola potvrdena porovnanim
so sekvenciami dostupnymi v GenBank databaze s vyuzitim programu BLASTN (BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nin.gov/Blast.cgi).  Jednotlivé  zskané  sekvencie  boli  porovnané
S prislusnymi  sekvenciami  dostupnymi v databaze GenBank pomocou ClustalWW algoritmu.
Fylogenetické vzt'ahy boli vyhodnotené pomocou Neighbor-Joining analyzy s pouzitim
Tamura-3 parametric modelu a 500 opakovani (bootstraping), vysledné stromy boli
vizualizované v programe Tree Explorer (vSetky analyzy boli prevedené pomocou software
Mega, verzia 6.0) ana ich ziklade bola posidend variabilta a evoluna pribuznost’
analyzovanych izolatov fytoplazmy Ztacky brestu.
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5 Vysledky

Pre stidium genetickej variability fytoplazmy Zltatky brestov (‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’) bolo vybranych 32 vzoriek, ktoré boli zskané pracovnikmi Laboratoria virologie
(Oddelenie diagnostické laboratorium Olomouc, UKZUZ) vrokoch 2015 (13 vzoriek) a 2016
(19 vzoriek) v priebehu prieskumu vyskytu ochorenia Zltacky brestov v Ceskej republike.
Vzorky pochadzali z 12 lokalit v CR.

Dvadsat’sest analyzovanych DNA bolo izolovanych zrastlin brestu (Ulmus sp.), desat’
znich pochadzalo zbrestu polného (U. minor Mill), vjednom pripade zbrestu horského
(U. glabra Huds.). U jednotlivych stromov boli pozorované priznaky o roznej intenzite,
uvedené Vvtabulke 1 (kapitola material a metddy), pricom typické prejavy infekcie ako
Zitnutie listov, ich opadanie popripade chloréza boli pozorované u piatich stromov. U jedného
stromu boli pozorované priznaky typické pre listova Skvrnitost brestu (Stegophora ulmea),
ale toto ochoreniec sposobené hubou Mycosphaerella ulmi Kleb. nebolo potvrdené
(Linhartova, ustne oznamenie). U 18 stromov neboli pozorované Zadne priznaky infekcie.

Zvysnych Sest’ analyzovanych DNA pochadzalo z infikovanych zastupcov hmyzu z radu
polokridlovcov (Hemiptera), ktori boli odchyteni na lokalite Vilantice, v Styroch pripadoch sa
jednalo o méru Cacopsylla ulmi, vjednom pripade 0 méru Psylla alni avjednom pripade

0 peniarku Aphrophora alni.

5.1 Identifikacia fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

S vywitim R16F2/R2-PCR bola uizolatov amplifkovana oblast koédujuca 16S rRNA
anasledne RFLP analyzou s pomocou troch restrikénych endonukleaz overovana pritomnost’
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Pri Stiepani Msel a Rsal boli u30 izolatov zskané profily
typické pre skupinu 16SrV (Obr. 2) udvoch izolatov (517 a 354) boli ziskané zmesné profily,
ktoré nebolo mozné jednozna¢ne vyhodnotit’. Pri Stiepani Bfal boli ziskané 2 profily; prvy
typicky pre podskupinu 16SrV-A bol zskany u 19 vzoriek, 16 zskanych zbrestov atri
ziskané zmér Cacopsylla ulmi, vSetky vzorky pritom pochadzali zo strednych a vychodnych
Ciech; a druhy typicky pre podskupiny 16SrV-C a 16SrV-D bol identiflkovany u 11 vzoriek,
osmich zskanych zbrestov z Ciech aj Moravy atroch druhov hmyzich zastupcoch z lokality
Vilantice, vychodné Cechy. U tych istych dvoch izoldtov ako pripredchidzajicom Stiepani
(izoldt 517 a 354) opét neboli ziskané hodnotitelné RFLP profily.
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Obrazok 2: Rsal-RFLP a Msel-RFLP profily R16F2/R16R2 produktov vybranych izolatov
fytoplazmy Zltacky brestu.

Legenda: M: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific), 637 — 908:
oznacenia izolatov, ESFY: fytoplazma eurdpskej Zltacky kostkovin

5.2 16S rRNA gén

Amplifikaciou DNA pomocou PCR reakcie boli ziskané produkty pre oblast’ kodujicu
16S rRNA u 32 izolatov. Naslednym Sangerovym sekvenovanim boli u dsmich z nich ziskané
sekvencic P1A/P7 fragmentu o ditke 1689 — 1728 bp, udsmich izolitov boli zskané
sekvencie F1/B6 produkiov o dikke 1175 — 1583 bp audvanastich izolitov sekvencie
R16F2/R2 produktov o dizke 1163 — 1168 bp. U dvoch izolitov bola ziskana len Giasto¢na
sekvencia P1A/P7 produktu, pre izolat 516 o dizke 1355 bp a pre izolat 628 o dizke 1399 bp.
S vynimkou izolatu 774 pdovodom zméry Psylla alni vykazovali sekvencie minimanu
odlisnost’, ich nukleotidova identita stanovend pomocou parovej distannej analyzy (Mega
6.0) bola 99,79 — 100 %. BLASTN analyzou sekvencii bola u29 izolatov potvrdena ich
identita ako ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, pricom sekvenéna identita izolatov
s referenénym izolatom EY1 (Acc. No. AY197655) dosahovala hodnotu 99 % (bez ohladu na
ich dizku). Sekvencie boli priradené pomocou programu ClustalW as ohladom na vybrany
referencny izolat ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ EY1 ajeho nukleotidovii sekvenciu (AY197655),
vnich boli identifkované tri jednonukleotidové zameny. U desiatich izolatov, osem

ziskanych z brestov zo Siestich roznych lokalit Ciech aj Moravy a dvoch druhoch hmyzu
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Cacopsylla ulmi a Aphrophora alni z jednej lokality vychodnych Ciech, bola identifikovana
zamena T/C vpozcii 1100 vzhladom k referencnej sekvencii, vtypovom ‘Ca. Phytoplasma
ulmi” motive lokalizovanom do pozicie 1098 — 1108, tabul’ka 7. Tato zamena Vvedie
v sekvencii k vznku nového Stiepneho miesta rozoznavaného restrikénou endonukledazou
Bfal. Tieto izolaty potom nevykazuju RFLP profil typicky pre 16SrV-A podskupinu
a namiesto toho vykazuju profil typicky pre podskupiny 16SrV-C/D (Obr. 3).

Tabul’ka 7: Porovnanie variabilty vybranych izoldtov fytoplazmy Zitacky brestu
v unikatnom sekvenénom motive 16S TrRNA génu charakteristickom pre drun ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ (AY197655) voblasti 1098 — 1108; tuéné pismo — typova sekvencia

referenéného izolatu, Zlta farba — variabilné miesta

Izolat Hostitel’ typova sekvencia ('S -3")

oblast’ v pozicii 1098 — 1108

EY1 (AY197655) Ulmus americana CGTTAGTTGCC
627 Ulmus minor CGTTAGTTGCC
629 Ulmus minor CGTTAGTTGCC
521 Ulmus minor CGTTAGTTGCC
522 Ulmus minor CGTTAGTTGCC
646 Ulmus sp. CGCTAGTTGCC
797 Ulmus sp. CGCTAGTTGCC
516 Ulmus sp. CGCTAGTTGCC
628 Ulmus minor CGCTAGTTGCC

Obrazok 3: In silico RFLP profily vybranych typovych izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Stiepanych restrik¢énymi endonukleazami Rsal (A), Msel (B) a Bfal (C).

Legenda: 16SrV A-G predstavujii typové profily izolatov podskupin 16SrV A-G, MW: Standard
molekulovej hmotnosti (aX174 DNA Stiepany Haelll), 522 a 624: vybrané izolaty, iPhyClassifier
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Uizolatu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ zskaného zDbrestu, lokalita Prihonice (izolat 904),
bola vpozcii 988 identifikovana eSte jedna Specifickda zamena A/G a u vSetkych Ceskych
izolatov bola Vv pozicii 486 s ohl'adom na referencni sekvenciu zaznamenana zamena A/C.

Fylogeneticka analyza tychto sekvencii pomocou Neighbor-Joining metody viedla k ich
rozdelenu do dvoch homogénnych vetiev, pricom spominand variabilita izolatov v typovej
sekvencii bola zhodnd s vetvenim fylogenetického stromu.

Pri analyze tejto génovej oblasti nebola uizolatu 774 zskaného z méry Psylla alni
preukdzana pritommost ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, zskana sekvencia Vvykazovala
99% identitu s Alder yellows phytoplasma, s izolastom SW58 (KP238298). Pre vzorku 517
ziskani z brestu, lokalita Vrbka uOpavy, boli sekvenovanim ziskané iba Ciastocné fragmenty
sekvencie P1A/P7 produktu, ktoré vykazovali najvacsu identitu (98 %) s nekultivovatel'nymi
baktériami vratane rodu Propionibacterium (napr. KP967484, GQ091640). Tato vzorka bola
vyradena z d’alsich analyz. U jednej vzorky brestu z Valdic (izolat 354) sa nepodarilo ziskat
sekvenciu 16S rRNA génu fytoplazmy ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. PCR sekvencie u tejto vzorky
vykazovali najvysS sekvenéni identitu (98 %) s nekultivovatelnym baktériami (napr.
KC554412, AMG697010), ¢o bolo s prihliadnutim na pozorovany zmesny RFLP profil
oCakavané, sekventna analyza tak potvrdila zmesni infekciu tohto hostitel'a viacerymi

patogénmi.
5.3 SecY-map lokus

‘Direct’ PCR boli u31 izolatov zskané produkty lokusu secY-map a naslednym
Sangerovym sekvenovanim boli pre vsetky FD9f5/MapR1 fragmenty ziskané ich sekvencie
odizke 805 — 873 bp. Ziskané sekvencie vykazovali vys$iu variabilitu neZ sekvencie pre
16S rRNA, ich sekventna identita (s vynimkou izolatu 774 pdvodom zméry Psylla alni)
stanovend pomocou parovej distancnej analjzy (Mega 6.0) bola 98,72 — 100 %. BLASTN
analyza sekvencii potvrdila u30 izolatov z 31 ich identitu ako ‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’, pricom nukleotidové sekvencie vykazovali 99 — 100% identitu s vybranym izolatom
NK7 (KU202148) aodvodené aminokyselinové sekvencie map (metionin aminopeptidaza)
proteinu o dizke 225 — 235 aminokyselin (AMK) vykazovali v BLASTP analyjze 99 — 100%
identitu s odpovedajicim proteinom izolatu DM1 (ALQ78347).

V nukleotidovych sekvencidch pre lokus secY-map priradenych pomocou programu
ClustaW bolo, sohladom na vybrany izolat ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ EY24 SRB a jeho
nukleotidovi  (HMO038480) a aminokyselinovi (ADO33717) sekvenci, identifikovanych
patnast’ variabilnych miest. U desiatich izolatov (patriacich do jednej skupiny aj pri analyze
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16S rRNA), osem zskanych zbrestov zo Siestich roznych lokalit Ciech aj Moravy a dvoch
druhov hmyzu Cacopsylla ulmi a Aphrophora alni z jednej lokality vychodnych Ciech, bolo
voblasti kodujicej map protein identifikovanych pat spolo¢nych variabilnych miest, pricom
dve ztychto zamen v pozcii 166 - T/G a584 - T/C boli nesynonymné a viedli v sekvencii
map proteinu v pozcii 24 Kk zamene K/N avpozcii 164 k zamene H/Y. Sedem ztychto
izolatov (vynimajuc tri izolaty 516, 337 a 646 z vychodnych Ciech) malo dva spolo¢né SNP
navySe ato Vvpozcii 343 - C/T a 625 - T/C. Pre vzorku ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ ziskani
zméry Cacopsylla ulmi (oznacenie 775) boli identifikované dva sekvenéné motivy V jednej
sekvencii, ¢im bola preukazana pritomnost dvoch odlisnych izolatov, ktoré sa IiSili prave
vsiedmich vysSie spominanych SNP. U zvySnych troch izolatov ztejto skupiny zskanych
z brestov zroznych lokalit vychodnych Ciech (izolaty 337, 516 a 646), bolo identifikovanych
dalkich osem spolo¢nych variabinych miest, priCom zimena Vpozci 467-A/G bola
nesynonymna aV pozicii 125 map proteinu viedla k zimene aminokyselin E/K .

Uvzorky 774 povodom zméry Psylla alni bola zskana sekvencia secY-map lokusu
odike 873 bp a BLASTN analjzou bola preukdzani jej 99% identita s odpovedajicou
sekvenciou secY-map lokusu pre Alder yellows phytoplasma izolatu A06-30-20 (FN561863).
Zaroven boli utejto vzorky identifikované dva sekventné motivy Vv jednej sekvencii, ¢im bola
preukazana zmesna infekcia vzorky dvoma izolatmi fytoplazmy Alder yellows phytoplasma.

Ziskan¢ sekvencie boli porovnané s dostupnymi sekvenciami izolatov v databaze
GenBank. Po priradeni vSetkych sekvencii pomocou algoritmu ClustalW a ich naslednou
fylogenetickou  analyzou pomocou  Neighbor-Joining metody doSlo  k  rozdeleniu
charakterizovanych izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ do troch zikladnych linii (Obr. 4). Prva
skupinu tvorilo celkovo 17 izolatov zskanych zbrestov adva izolaty ziskané z méry
Cacopsylla ulmi, vietky zoblasti strednych a vychodnych Ciech, ktoré sa vyvetvili spoloéne
s izolatom E04-D714 povodom zFrancizska a izolatom EY24 SRB povodom zo Srbska,
patriacich do linie Map-EY1. Druhti skupinu tvorio pét izolatov pdvodom z brestov zo
Styroch r6znych, geograficky vzdialenych lokalit (Prthonice, Dyjakovice, Smrzice, Velky
Viestov) azdvoch roznych druhov hmyzu zlokality Vilantice. Tieto izolaty tvorili spolo¢ny
klaster so Styrmi izolatmi zo Srbska a siedmimi izolatmi z Chorvatska, linia Map-EY3,
pricom vsetky izolaty tejto skupiny boli najblizSie pribuzné DMI1 izolatu s genotypom EY-
map-5. Izolaty tretej skupiny povodom z brestov zrdoznych lokalt vychodnych Ciech sa
zaClenili do linie Map-EY2 spolu s izolastom E04-D438 z Franclzska, ale vramci tejto linie
vytvorili samostatni  vetvu.  Vnutri  vSetkych troch skupin bola medzi jednotlivymi

Studovanymi izolatmi minimalna variabilita.
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Obrazok 4: Fylogeneticky strom ziskany na zaklade analyzy sekvencii secY-map lokusu

Legenda: Fylogeneticky strom vytvoreny Neighbor-Joining analyzou nukleotidovych
sekvencii secY-map lokusu. Oznacenie izolatov: nazov/kod krajiny povodw/GenBank
accession number; useCka znazoriiyje 0,5 percentudlnu sekvenénil divergenciu;, zobrazena
bootstrap hodnota > 70 % zskana pri 500 opakovaniach; izolaty testované v tejto praci

vyznacené tuénym pismom. Ako outgroup pouzitd sekvencia lokusu secY-map pre Alder
yellows phytoplasma izolatu 774.
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5.4 Tufgén

Dvojkrokovou PCR boli u30 izolatov zskané EYTUF-F1/R2 amplikony a naslednym
Sangerovym sekvenovanim boli pre vsetky tieto izolaty zskané sekvencie EYTUF-F1/R2
fragmentu o dizke 929 — 982 bp. Ziskané sekvencie vykazovali obdobnii variabilitu
ako sekvencie secY-map, ich nukleotidova identita (s vynimkou izolatu 774 pdvodom z méry
Psylla alni) stanovena pomocou parovej distan¢nej analyzy (Mega 6.0) bola 98,69 — 100 %.
BLASTN analyzou sekvencii bola u29 izolatov z 30 potvrdena ich identita ako ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’, pri¢om nukleotidové sekvencie vykazovali 98 — 100% identitu s izolatom
EY1 (FN561879) aodvodené aminokyselinové sekvencie tuf proteinu (elongac¢ny faktor Tu)
o dizke 308 — 325 AMK vykazovali v BLASTP analjze 99 — 100% identitu s odpovedajicim
proteinom izolatu EY1 (CBH29524).

V  nukleotidovych sekvencidch  priradenych  pomocou  programu  ClustalW  bolo,
s ohladom na vybrany izolat ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ EY1 a jeho nukleotidovii (FN561879)
a aminokyselnovi (CBH29524) sekvenciu, identifikovanych sedemnast’ variabinych miest.
U deviatich izolatov, (ktoré patrili do jednej samostatnej skupiny pri analyze sekvencii pre
16S rRNA) bolo identifikovanych Sest’ spolocnych variabinych miest, priCom tri z tychto
zamen v poziciach 376 - A/G, 429 - T/A a 757 - T/G boli nesynonymné a viedli v sekvencii
tuf proteinu vpozcii 120 k zamene K/E, 137 - D/E a247 - L/V. Variabilita bola vSak
pozorovana aj vnutri tejto vyClenenej skupiny a predstavovala d’alSich devdt SNP spolo¢nych
pre rozne izolaty ztejto skupiny. Dve ztychto zamen v pozcii 315 - T/A (izolaty 624, 771,
776, 904, 980, 797) a466 - G/A (izolaty 337, 516, 646) boli nesynonymné a viedli
v sekvencii tuf proteinu v pozcii 105 k zamene D/E aVpozcii 156 k zamene V/I. Jedine¢né
SNP boli objavené aj pre jednotlivé izolity z vychodnych Ciech ato v pripade izoldtu 629
povodom z brestu, kde bola v pozcii 777 detekovana jedinecnd zdmena T/C a pre izolat 624
takisto povodom z brestu, kde bola Vvpozci 924 detekovana zamena C/A. U vzorky
s oznacenim 755 povodom z méry Cacopsylla ulmi boli identifikované dva sekventné motivy
v jednej sekvencii abola tak preukazana pritomnost’ dvoch odli§nych izolatov, ktoré sa Iisili
vo variabilnych miestach spolo¢nych pre izolaty 624, 771 a 776.

Uvzorky 774 povodom zméry Psylla alni bola zskana sekvencia EYTUF-F1/R2
fragmentu odizke 946 bp a BLASTN analjzou bola preukidzand jej 99%  identita
s odpovedajucou sekvenciou tuf génu pre Alder yellows phytoplasma izolatu A06-30-27
(FN561874). U tejto vzorky bola analyzou zaroven preukdzand zmesna infekcia dvoma

izolatmi fytoplazmy Alder yellows phytoplasma liSiacich sa v troch variabilnych miestach.
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Naslednou  fylogenetickou analyzou nukleotidovych — sekvencii  Ceskych  izolatov
a sekvencii dostupnych v databaze GenBank pomocou Neighbor-Joining metody doslo
k rozdeleniu izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ z Ceskej republiky do troch zakladnych skupin
(Obr. 5). Prva skupinu tvorilo 19 izolatov povodom zbrestov aj mér Cacopsylla ulmi zo
strednych a vychodnych Ciech, ktoré sa vyvetvili spolo¢ne s izolitom EY1 zUSA a Morfeo
izolatom z Velkej Britdnie a vytvorili samostatni vetvu rovnako ako pri analyze 16Sr RNA.
Druhti skupinu tvorilo Sest’ izolatov pdvodom zdvoch réznych hmyzich jedincov a Styroch
brestov zo strednych a vychodnych Ciech ako aj Moravy, ktoré sa vetvii do daich
podskupin ¢o odpovedalo popisanej variabilite na urovni nukleotidovych sekvenci. Tretiu
skupinu tvorili tri izoldty povodom zbrestov z vychodnych Ciech. Dva izolaty E04-D708
a E04-D438 z Francuzska sa vywvetvili do samostatnej vetvy avSak podpora tejto vetvy bola
nizka. Variabilita vramci samostatnych skupin bola vyraznd udruhej skupiny, V ostanych

skupinach bola variabilita medzi izolatmi minimalna.

205, 336, 338, 353, 354, 392, 521, 522,

99 § 523, 524, 527, 560, 627, 629, 637, 638,
639, 671, 773 (C2), EY1 US (FN561879),
Morfeo GB (KT381876)

% 94,980 CZ
88 797 CZ
904 CZ
—— 624 CZ
776 CZ
95 771 CZ
L——— 337, 516, 646 (C2)

E04-D708 FR (FN561877)
E04-D438 FR (FN561878)
A06-30-20 FR (FN561873)
Alder yellows phytoplasma

—
0.002

Obrazok 5: Fylogeneticky strom ziskany na zidklade analyzy sekvencii tuf génu

Legenda: Fylogeneticky strom vytvoreny Neighbor-Joining analyzou nukleotidovych
sekvencii oblasti kodujucej tuf gén. Oznacenie izolatov: nazov/kod krajiny povodu/GenBank
accession number; useCka znazorfuje 0,2 percentualnu sekvenénii divergenciu; zobrazena
bootstrap hodnota > 70 % ziskana pri 500 opakovaniach; izolaty testované v tejto praci
vyznaCené tunym pismom. Ako outgroup pouzitd sekvencia tuf génu pre Alder yellows
phytoplasma izolatu A06-30-20 (FN561873).
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5.5 SecA gén

Dvojkrokovou PCR amplifikaciou za vyuztia univerzalnych primerov boli u troch
izolatov ziskané SecAfor2/SecArev3 produkty a naslednym sekvenovanim boli zskané ich
sekvencie o dizke 460 — 535 bp. BLASTN analjza potvrdila 99% identitu so sekvenciou SecA
pre New York elm yellows phytoplasma izolatu EY_NY (KJ462035) iba ujedného izolatu
639 povodom z brestu. V dvoch pripadoch (izolat 776 povodom z peniarky Aphrophora alni
aizolat 560 pdévodom z brestu) boli ziskané neSpecifické produkty, ktoré vykazoval
podobnost” so SecA sekvenciami proteobaktérii. S ohladom na preukazani neSpecifickost’
amplifikacie pri ‘nested” PCR bolo analyzovanych desat produktov ziskanych pri ‘direct’
PCR. Pri sekvenovani ‘direct’” produktov boli zskané sekvencie ich SecAforl/SecArev3
fragmentov o dike 795 — 820 bp. BLASTN analjza sekvencii potvrdila u piatich izolitov
99% identitu s odpovedajucou sekvenciou secA u izolatu EY NY (KJ462035), uzvySnych
piatich izoldtov boli ziskané neSpecifické produkty, pricom BLASTN analyza preukédzala ich
99% identitu so secA sekvenciou pre endosymbionta Wolbachia (napr. AM999887).

Z dovodu zstenej nespolahlivosti PCR amplifikdcie génu secA boli navrhnut¢ nové
primery SecA-VfiSecA-Vr pre ‘nested’ PCR, sktorych pomocou boli ziskané ocakavané
produkty o velkosti ~ 700 bp u27 izolatov (Obr. 6) a nasledne boli sekvenovanim ziskané ich
sekvencie o dizke 600 — 696 bp. Sekvencie vykazovali minimalnu odli§nost’, ich nukleotidova
identita (s vynimkou izolatu 774 povodom zméry Psylla alni) stanovena pomocou parovej
distan¢nej analyzy (Mega 6.0) bola 99,69 — 100 %. BLASTN analyzou bola u26 izolatov
potvrdend ich identita ako ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, pricom nukleotidové sekvencie
vykazovali 99% identitu s izolatom EY_NY (KJ462035) aodvodené aminokyselinové
sekvencie SecA proteinu o dizke 200 — 231 AMK wykazovali v BLASTP analjze 100%
identitu s odpovedajucim proteinom izolatu EY NY (AJS09597).

M

771
637
646
797
904
205
521
522
523
524
624
627
516
336
338
354
392
560
M

L I T S L - . %

Obrazok 6: Detekcia SecA-Vfir produktov vybranych izolatov pomocou elektroforetickej
separacie v 1% agar6zovom géle

Legenda: M: GeneRuler™ 100 bp Plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific), 771 — 560:
oznacenia izolatov, Sipka: vyznacenie pozicie Specifického produktu v géle

27



Nukleotidové sekvencie boli priradené pomocou programu ClustalW a v nich, s ohladom
na vybrany izolat ‘Ca. Phytoplasma ulmi® EY NY ajeho nukleotidova sekvenciu
(KJ462035), boli identifikované celkovo styri SNP. U vsetkych troch izolatov (patriacich do
Map-EY2 linie) bol identifikovany jeden spolo¢ny SNP v pozicii 183 - C/T. Zvy$né tri SNP
boli Specifické pre tri konkrétne izolaty (izolaty 797, 980 a 524),ich vyznam Vramci
fylogenézy bol vSak minoritny. VSetky zameny boli pritom synonymné a neviedli k zamenam
ammokyselin v SecA proteine.

U vzorky 774 poévodom zméry Psylla alni bola zskana sekvencia SecA-Vf/SecA-Vr
fragmentu o ditke 688 bp a BLASTN analjzou bola preukdzani jej 99% identita
s odpovedajucou  sekvenciou secA u Flavescence doreé phytoplasma, izolat FD-C
(KJ462039). Pri analyze tohto génu bola ziaroven uméry Psylla alni preukazanid zmesna
nfekcia dvoma izolatmi fytoplazmy, ktoré sa od seba [iSili v dvoch variabilnych miestach.

Naslednou  fylogenetickou analyzou nukleotidovych  sekvencii  Ceskych  izolatov
asekvencii dostupnych v databaze GenBank pomocou Neighbor-Joining metody doslo
k rozdeleniu charakterizovanych izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ do dvoch homogénnych
vetiev (Obr. 7). NajobsiahlejSia bola prva vetva, ktor tvorilo 23 izolatov podvodom z brestov
aj hmyzich jedincov (méry Cacopsylla ulmi a peniarky Aphrophora alni) zo strednych
a vychodnych Ciech ako aj strednej ajwmej Moravy, pricom tieto izoldty sa vyvetvili spolu
sdvoma izolatmi ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (EY1 aEY NY). Druhi vetvu tvorili tri izolaty
z vychodnych Ciech.

205, 336, 338, 353, 354, 392, 521, 522,
523, 524, 560, 624, 627, 629, 637, 638,

639, 771, 775, 776, 797, 904, 980 (C2),
99| \EY_NY (KJ462035), EY1 (KJ462034)

516 CZ
646 CZ
337 CZ

774 CZ
Periwinkle yellows phytoplasma
(JQ911772)

0.005

Obrazok 7: Fylogeneticky strom ziskany na zdklade analyzy sekvencii seCA génu

Legenda: Fylogeneticky strom vytvoreny Neighbor-Joining analyzou nukleotidovych
sekvencii SeCA génu. OznaCenie izolatov: nazov/kdod krajiny pdévodw/GenBank accession
number; useCka znazorfiuje 0,5 percentudlnu sekvenéni divergenciu; znazornena bootstrap
hodnota > 70 % zskana pri 500 opakovaniach; testované izolaty vyznacené tuénym pismom.
Ako outgroup pouzita sekvencia secA génu pre Periwinkle yellows phytoplasma (JQ911772).
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5.6 SecY gén

‘Direct” PCR boli u 15 izolatov zskané¢ ich FD9fr produkty a naslednym sekvenovanim
boli ziskané sekvencie tychto fragmentov o dizke 1315 — 1359 bp. U zvysnych izolitov bola
prevedena ‘nested® PCR, priom ul5 izolatov boli zskané ich FDO9f3/r2 produkty.
U dvanastich znich boli po zaklonovani FD9f3/r2 amplikonov do pGEM-T vektoru
anaslednom sekvenovani ziskané sekvencie tychto fragmentov o dizke 1159 — 1182 bp.
U zvySnych troch boli s vyuztim dvoch reverznych primerov na sekvendciu zskané
sekvencie tohto fragmentu o dike 1132 — 1295 bp. Sekvencie vykazovali pomerne vysoku
variabilitu, pricom ich nukleotidova identita (s vynimkou izolatu 774 pdvodom zméry Psylla
alni) stanovena pomocou parovej distantnej analyzy (Mega 6.0) bola 97,78 — 100 %.
BLASTN analyzou sekvencii bola u29 izolatov z 30 potvrdena ich identita ako ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’, pricom nukleotidové sekvencie vykazovali 97 — 99% identitu
s referencnym izolastom EY1 (AY197690) a odvodené aminokyselinové sekvencie SecY
proteinu 0 dikke 377 — 393 AMK wykazovali v BLASTP analjze 92 — 98% identitu
s odpovedajucim proteinom izolaitu EY1 (AAP42333).

V nukleotidovych sekvenciach pre secY priradenych pomocou programu ClustalW bolo,
sohladom na referenény izolat EY1 ajeho nukleotidovi (AY197690) a aminokyselinovi
(AAP42333) sekvenciu, identifikovanych cez 40 vyznamnych variabilnych miest. Vysoka
variabilita v nukleovych sekvenciach viedla v aminokyselinovych sekvenciach celkovo
k zzmenam na 36 miestach. Okrem beznych zamen nukleotidov boli zaznamenané dva
pripady inzercie; udvoch izoldtov povodom z brestov zo strednych Ciech (izolit 904) a jurnej
Moravy (izolat 980, klon 1) vpozcii 382 — 387 (‘5 - TTATCA - 3’) auizolatu 904 este
Vpozcii 612 — 614 (‘5 - TAC - 3"), pricom tato inzercia zasahovala do typovej sekvencie pre
druh ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. U $tyroch izolitov zvychodnych Ciech (izolat 771, 776, 624
a 775, klon2) bola zaznamenana delécia v oblasti 346 — 384, pricom tato delécia sa takisto
nachadzala v typovej sekvencii druhu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Celkovo boli variabiiné miesta
potvrdené vtroch zo Styroch typovych ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ motivoch pre secY gén,
tabul’ka 8.

U vzorky 774 povodom zméry Psylla alni boli po zaklonovani ziskané tri sekvencie pre
secY odizke 1154 — 1157 bp a BLASTN analjzou bola preukdzana ich 96% identita
s odpovedajucou sekvenciou secY génu pre Alder yellows phytoplasma, izolastom ALY
(AY197684).
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Tabul’ka 8: Porovnanie variabilty vybranych izolatov fytoplazmy Zitacky brestu
v unikatnych sekvennych motivoch secY génu charakteristickych pre druh ‘Ca. Phytoplasma
umi’ (AY197690). (A) oblast’ v pozicii 350 — 365, (B) oblast’ v pozicii 595 — 614, (C) oblast’

V pozici 616 — 627; tuéné pismo — typova sekvencia referenného izolatu, zlta farba —

variabilné miesta

1zolat

Hostitel’

typova sekvencia ("5 -3")

(A) oblast’ v pozicii 350 — 365

EY1 (AY197690) Ulmus americana TTTGATCCAATGTTAA
627 Ulmus minor TTTGATCCAATGTTAA
629 Ulmus minor TTTGATCCAATGTTAA
521 Ulmus minor TTTGATCCAATGTTAA
522 Ulmus minor TTTGATCCAATGTTAA
904 Ulmus sp. TCTAATCCAATGTTAA
797 Ulmus sp. TCTGATACAATGTCAA
980 Ulmus glabra TTTAATCCAATGTTAA
771 Cacopsylla ulmi  ————————————————

(B) oblast’ v pozicii 595 — 614

EY1 (AY197690) GTCTTTCGGTCATGGATT---GA

Ulmus americana

627 Ulmus minor GTCTTTCGGTCATGGATT---GA
629 Ulmus minor GTCTTTCGGTCATGGATT---GA
521 Ulmus minor GTCTTTCGGTCATGGATT-—--GA
522 Ulmus minor GTCTTTCGGTCATGGATT---GA
904 Ulmus sp. GTCTTTAGGTCGTGAATTTACAA
797 Ulmus sp. GTCTTTAGGTCATGGATT---GA
980 Ulmus glabra GTCTTTAGGTCATGGATT---GA
046 Ulmus sp. GTCTTTAGGTCATGGATT---GA

(C) oblast’ v pozicii 616 — 627

EY1 (AY197690) Ulmus americana ATTTAGTCTAAT
627 Ulmus minor ATTTAGTCTAAT
629 Ulmus minor ATTTAGTCTAAT
521 Ulmus minor ATTTAGTCTAAT
522 Ulmus minor ATTTAGTCTAAT
0406 Ulmus sp. ATTTAGTATAAT
338 Ulmus sp. ATTTAGACTAAT
516 Ulmus sp. ATTTAGTATAAT
3306 Ulmus sp. ATTTAGACTAAT

Analyzou secY boli suCasne utroch vzoriek identifikované odlisné sekvenéné motivy
medzi ich jednotlivymi klonmi reprezentujucimi zaklonované FD9f3/r2 amplikény, ¢im bola
preukdzanad pritomnost’ zmesnych ifekcii u tychto vzoriek. Zmesné infekcie boli preukazané
uvzorky 774 pdévodom zméry Psylla alni, pre ktoru bola identifikovand zmesna infekcia
dvoma izolatmi Alder yellows phytoplasma a uvzorieck 775 pévodom zméry Cacopsylla ulmi
a vzorky 980 povodom z brestu Ulmus glabra, uktorych boli identifkované zmesné infekcie
dvoma odlisnymi izolatmi ‘Ca. Phytoplasma ulmi’.
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Naslednou  fylogenetickou analyzou nukleotidovych — sekvencii  Ceskych  izolatov
a sekvencii dostupnych v databaze GenBank pomocou Neighbor-Joining metody doslo
k rozdeleniu charakterizovanych izolatov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ do troch skupin (Obr. 8).
Prvi skupinu tvorilo celkovo osem izolatov (vzorka 980 bola reprezentovana dvoma
variabilnymi izolatmi) z geograficky vzdialenych oblasti ato zo strednych a vychodnych
Ciech ako aj strednej a jumej Moravy, ktoré tvorili jednu skupinu aj na zaklade fylogenézy
ribozomalnych proteinov. Tieto izolaty patrii do jednej SecY-EY2 lnie spolu s dsmimi
izolatmi  z Chorvatska a Styrmi  izolatmi zo Srbska, a predstavovali pomerne variabilni
skupinu, ktord sa clenila na menSie podskupiny, priCom podpora vetvi bola nizka. Druhy
klaster tvorili tri izoldty z oblasti vychodnych Ciech, ktoré predstavovali pri analjze secY-map
jednu Map-EY2 liniu a vytvorili skupinu spoloéne s EYCZI izolstom z Ceskej republiky.
Tento izolat vSak predstavoval samostatni vetvu vramci tejto skupiny. Celd tato skupina
pritom nespadala do Ziadnej popisanej linie pre SecY abola zaznamenana aj variabilita medzi
jednotlivymi izoldtmi do nej patriacich. Tretn skupinu tvorilo 20 izolditov zo strednych
a vychodnych Ciech atento Kklaster sa dalej vetvil na dve vetvy s vysokou podporou vetvenia.
V tejto skupine sa nachadzal aj druhy klon vzorky 775 (reprezentujuci odlisny izolat),
a ktorého prvy klon spadal do SecY-EY2 linie. Spolu s touto skupinou sa vetvil aj izolat EY1
z Ameriky, izolat EY-626 z Talianska a izolat EY24 SRB zo Srbska, pricom tieto izolaty
patriace do linie SecY-EY1 wytvorili v ramci skupiny samostatni vetvu.

Pri zostavovani fylogenetického stromu bol pre jeho sprehladnenie a zednodusenie
vybrany najmensi mozny pocet klonov reprezentujucich jednu vzorku v zavislosti na ich
vnutornej variabilite. V pripade, ze sa klony reprezentujiice jednu vzorku vywvetvili do dvoch

a viac vetvi, boli takéto odlisné klony reprezentujuce odlisni variabilitu v strome ponechané.
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Obrazok 8: Fylogeneticky strom ziskany na zdklade analyzy sekvencii secY génu

Legenda: Fylogeneticky

L 774klon2cCZ

SecY-EY2

SecY-EY1

‘| 205,521, 522,523, 524,527, 627,629, 773 (C2)

strom vytvoreny Neighbor-Joining analyzou nukleotidovych

sekvencii secY génu. OznaCenie izolatov: nazov/kod krajiny povodw/GenBank accession
number; tUsecka znazorfuje 0,5 percentualnu sekvenénii divergenciu; zobrazena bootstrap
hodnota > 70 % zskana pri 500 opakovaniach; testované izolaty vyznacené tu¢nym pismom.
Ako outgroup pouzité sekvencie Alder yellows phytoplasma, vzorka 774.
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5.7 Gény pre ribozomalne proteiny rpl22 a rps3

Dvojkrokovou PCR boli u30 izolatov zskané F1A/R1A amplikény a naslednym
sekvenovanim boli zskané sekvencie ich FIA/RIA fragmentu o dike 1014 — 1198 bp.
Sekvencie wvykazovali variabilitu porovnatelnu s variabilitou tuf sekvencii, ich sekven¢na
identita stanovena pomocou parovej distancnej analyzy (Mega 6.0) bola 98,62 — 100 %.
BLASTN analyzou sekvencii bola uvSetkych 30 izolatov potvrdend ich identita ako
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, pricom nukleotidové sekvencie vykazovali 99% identitu
s vybranym izolatom EY1 (AY197675). Odvodené aminokyselinové sekvencie rpl22 proteinu
o dizke 122 — 130 AMK vykazovali v BLASTP analjze 99 — 100% identitu s odpovedajiicim
proteinom izolatu EY1 (AAP42386) aodvodené aminokyselinové sekvencie rps3 proteinu
odike 217 — 250 AMK wykazovali vBLASTP analjze 99% identitu s odpovedajicim
proteinom izolatu EY1 _SRB (ACD39364).

V sekvenciach pre ribozomalne proteiny rpl22 arps3 priradenych pomocou programu
ClustaW bolo, sohladom na referencny izolat ‘Ca. Phytoplasma ulmi® EY1 ajeho
nukleotidovii (AY197675) a aminokyselinové sekvencie pre rp22 protein (AAP42386) a rps3
protein  (AAP42387), identifkovanych trinast’ variabilnych miest. U jedenastich izolatov
(10 izolatov, ktoré tvorili jednu skupinu pri analyze sekvencii pre 16S rRNA spolu s izolatom
775 povodom z méry Cacopsylla ulmi) boli identifikované $tyri spolo¢né SNP, pricom dva
znich v pozciach 912 - A/IG a930 - A/G boli nesynonymné a viedli v poziciach 170 a 176
ziskaného rps3 proteinu k zamenam aminokyselin N/D a I/V. Tieto dve popisané zameny sa
pritom sGcasne nachadzali v typovom ‘Ca. Phytoplasma ulmi® motive lokalizovanom do
pozicie 910 — 932 referencného izolatu EY1 (AY197675), tabulka 9. Ztejto skupiny sa
vyClenilo osem izolatov (mimo izolaty 337, 516 a 646), u ktorych boli identifikované dve
spolo¢né variabiné miesta navySe, pricom jedno znich v pozci 284 - T/C sa nachadzalo
priamo v dalkom typovom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ motive referencného izolaitu EY1
(AY197675) lokalizovanom do pozicie 284 — 294, tabul’ka 9.

Zo zvySnych SNP boli vyznamné tri, priCom zamena vpozci 72 - C/T spolo¢na
pre 19 izolatov, ktoré tvorili jednu skupinu aj pri analyze tuf génu, bola nesynonymna a viedla
vpozcii 15 zskaného rp22 proteinu k zamene P/L; rovnako nesynonymna bola zamena
Vpozcii 544 - A/G uizolatu 354 povodom zbrestu z lokality Valdice a viedla v pozcii 47
k zamene Y/C zskaného rps3 proteinu; zatial' ¢o treti SNP Specificky pre izolat 771 povodom
z méry C. ulmi z oblasti vychodnych Ciech predstavoval deléciu v pozcii 533 - T/-.
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Tabulka 9: Porovnanie variabilty vybranych izolatov fytoplazmy Zltatky brestu
vunikatnych sekventnych motivoch oblasti kodujucej ribozomalne proteiny rp22 a rps3
charakteristickych pre druh ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (AY197675). (A) oblast’ v pozicii 284 — 294,
(B) oblast vpozci 910 — 932; tucné pismo — typova sekvencia referencného izolatu, zIta

farba — variabilné miesta

Izolat Hostitel’ typova sekvencia ("5 -3")

(A) oblast’ v pozicii 284 — 294

EY1(AY197675) Ulmus americana TTACGCTTGCC
627 Ulmus minor TTACGCTTGCC
629 Ulmus minor TTACGCTTGCC
521 Ulmus minor TTACGCTTGCC
522 Ulmus minor TTACGCTTGCC
904 Ulmus sp. CTACGCTTGCC
797 Ulmus sp. CTACGCTTGCC
980 Ulmus glabra CTACGCTTGCC
628 Ulmus minor CTACGCTTGCC

(B) oblast’ v pozicii 910 — 932

EY1 (AY197675) Ulmus americana AAATTCTATTTCTATGGGAAT

627 Ulmus minor AAATTCTATTTCTATGGGAAT
629 Ulmus minor AAATTCTATTTCTATGGGAAT
521 Ulmus minor AAATTCTATTTCTATGGGAAT
522 Ulmus minor AAATTCTATTTCTATGGGAAT
904 Ulmus sp. AGATTCTATTTCTATGGGAGT
797 Ulmus sp. AGATTCTATTTCTATGGGAGT
980 Ulmus glabra AGATTCTATTTCTATGGGAGT
628 Ulmus minor AGATTCTATTTCTATGGGAGT

Naslednou  fylogenetickou analyzou nukleotidovych  sekvencii  Ceskych  izolatov
asekvencii dostupnych v databaze GenBank pomocou Neighbor-Joining metédy doslo
k rozdeleniu  charakterizovanych izolatov  ‘Candidatus Phytoplasma ulmi® do troch
zakladnych skupin (Obr. 9). Prva skupinu tvorilo 19 izolaitov povodom zbrestov aj mér
Cacopsylla ulmi zo strednych a vychodnych Ciech, ktoré sa vyvetvili do spolo¢nej vetvy, linia
rpV-EY1, spolu stroma izolatmi z Talianska, jednym zo Srbska ajednym z USA a wytvorili
samostatni SKupinu rovnako ako pri analjze 16Sr RNA a tuf génu. Druhti skupinu tvorilo
osem izolatov (sedem z nich patrilo do spolocnej Map-EY3 lnie spolu s izolatom 755 z méry
Cacopsylla ulmi) povodom zbrestov atroch réznych druhov hmyzu zlokalit strednych
avychodnych Ciech aj Moravy. Tieto izolaty tvorili spoloény Klaster stroma izolitmi
z Chorvatska a Styrmi izolatmi zo Srbska aspolu spadali do lnic rpV- EY2. Tretiu skupinu
tvorili tri izolsty povodom zbrestov z vychodnych Ciech, ktoré v analjze secY-map tvorili
samostatni  vetvu Map-EY2, aktoré sa vyvetvili spoloéne sjednym izolitom z Ceskej
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republiky. VyraznejSia variabilita vnltri skupin bola pozorovand len v pripade tretej skupmy,

ktora podlichala d’alSiemu vetveniu a rozdelila sa na dve Casti.
205, 336, 338, 353, 354, 392, 521, 522,

523, 524, 527, 560, 627, 629, 637, 638,
os A 639, 671, 773 (CZ), EY1 US (AY197675),

EY125 IT (AY197676), EY626 IT fPV-EYL
(AY197677), EY627 IT (AY197678),
EY24_SRB RS (HM038464)
EYCZ1 CZ (EU116428)
£| 516 CZ
337 CZ
NK16 HR (KU202026) ]
DM1 HR (KU201977)
EY20_SRB RS (HM038463)
EY18_SRB RS (HM038462)
EY10_SRB RS (EU592501)
EY1 SRB RS (EU592500)
90 624 CZ
628 CZ
797 CZ
980 CZ
904 CZ
771 CZ
— KP7 HR (KU202008)
775 CZ -
646 CZ
ALY1068 IT (AY197667)
—_ Alder yellows phytoplasma

0.002

Obrazok 9: Fylogeneticky strom zskany na ziklade analyzy sekvencii kodujucich
ribozomalne proteiny rpl22 a rps3

Legenda: Fylogeneticky strom vytvoreny Neighbor-Joining analyzou nukleotidovych
sekvencii génov pre ribozomalne proteiny rpl22 arps3. Ozacenie izolatov: nazov/kod
krajiny povodu/GenBank accession number; usecka znazornuje 0,2 percentudlnu sekvencnu
divergenciu; zobrazena bootstrap hodnota > 70 % ziskana pri 500 opakovaniach; testované
izolaty vyznaCené tuCnym pismom. Ako outgroup pouzitd sekvencia pre ribozomalne proteiny
rpl22 a rps3 pre Alder yellows phytoplasma izolatu ALY1068 (AY197667).
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6 Diskusia

Fytoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ predstavuje vyznamného patogéna pre
rastliny rodu Ulmus sp. s rozsirenim ako po euroazijskom kontinente tak aj v Amerike. Druh
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bol popisany v roku 2004 na ziklade analyzy troch génov pre
16S rRNA, ribozomalne proteiny rpl22 arps3 a secY. Vramci jeho popisu boli urcené
unikatne typové sekvencie tohto druhu vo vSetkych troch analyzovanych génoch (Lee et al.,
2004a). V nasledujticom obdobi bolo pri Studiach zameranych na analyzu genetickej
variability tejto fytoplazmy preukdzané, Ze je v Eurdpe diverzifikovanejSia, nez bolo pdvodne
zaznamenané (Jovi¢ et al., 2011; Katani¢ et al., 2016). V suvislosti s tym, bola tato diplomova
prica zamerand na analjzu genetickej variability ‘Candidatus Phytoplasma ulmi® v Ceskej
republike, pricom analyzované boli gény: 16S rRNA, rpl22-rps3, secY, secY-map, tuf a secA.

Orientacne prevedenda RFLP analyza oblasti kodujicej 16S rRNA  preukézala
ul9 testovanych izolatov  ‘Candidatus  Phytoplasma ulmi’, podskupina  16SrV-A,
charakteristicky profil pre tito podskupinu, avSsak u desiatich izolaitov ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
boli preukdzané profily charakteristické spolo¢ne pre podskupiny 16SrV-C/D. Tychto desat
izolitov navySe pochadzalo zgeograficky vzdialenych lokalit strednych a vychodnych Ciech
ako aj strednej a juzmej Moravy. AZ naslednym Sangerovym sekvenovanim bolo preukazané,
7ze dany profil vykazuju izolaty ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ z dovodu bodovej mutacie
v sekvencii pre 16S rRNA, ktora vedie k vzniku nového Stiepneho miesta pre Bfal restrikéni
endonukledzu. Rovnaka mutacia bola pri Stadiach tejto fytoplazmy zaznamenana aj v Srbsku,
kedy u23 z25 izolaitov ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bol zskany profil typicky pre
podskupiny 16SrV-C/D (Jovic et al., 2011). Tato muticia sa pritom vyskytovala aj
u niektorych izolitov z Chorvatska, Nemecka aizolitu zCeskej republiky (Navratil et al.,
2009; Eisold et al., 2015; Katani¢ et al., 2016). Dovod, preco bolo v Srbsku zaznamenané
vySSie percento vyskytu izolatov s touto muticiou moze mat suvislost jednak s typom
vektora, ktory mdze byt odlisny od vektora v Ceskej republike, popripade zdrojom infekcie
tohto patogénu v Srbsku, pricom mohlo potencidlne dojst’ k Sfreniu z jedného zdroja.

Sekventné analyzy troch génov pre 16S rRNA, rpl22-rps3 asecY preukazali Zze
sekvencie 2/3 Ceskych izolatov vykazovali v spominanych génoch vysoku identitu prave so
sekvenciami izolatov zpovodnej Stidie (Lee et al., 2004a). Sekvencie 1/3 zvySnych izolatov
Vtychto génoch vS8ak vykazovali identitu s izolatmi zo Srbska (Jovic et al., 2011)
azChorvatska (Katanic et al., 2016) alebo vykazovali jedineCni, doteraz nepopisani
variabilitu. Suc¢asne boli pri analyzach odhalené mutacie v niektorych typickych ‘Candidatus
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Phytoplasma ulmi’ motivoch v sekvenciach vSetkych troch génov pre 16S rRNA, rpl22-rps3
asecY. V sekvenciach pre 16S rRNA bola u jednej Casti ¢eskych izolatov odhalena mutacia
Vjednom unikdtom motive, o je vsulade s predchidzajicimi pracami z Ceskej republiky
(Navratil et al., 2009), Nemecka (Eisold et al., 2015), Srbska (Jovi¢ et al., 2011) a Chorvatska
(Katanic et al, 2016). V sekvenciach pre ribozomalne proteiny rpl22 arps3 boli
U Casti ¢eskych izolatov potvrdené muticie v dvoch unikatnych motivoch, ¢o sa zhodovalo
S variabilitou uz popisanou na srbskych a chorvatskych izolatoch (Jovi¢ et al., 2011; Katani¢
et al., 2016). Vynimkou boli tri Ceské izolaty, ktoré mali mutaciu len v jednom z tychto
motivov, ¢im bol charakteristicky aj C¢esky izolat EYCZ1 (Navratil et al., 2009), avSak pri ich
porovnani bol rozdiel vpozicii muticie vtomto motive atype zameny. V sekvencii secY
u ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bola ucéeskych izolatov preukdzana pritomnost mutacii
v0- 3 motivoch (v zavislosti na izolatu), pricom muticie v tychto oblastiach boli zastipené
okrem jednonukleotidovych zamen aj deléciou a inzerciou. V ramci secY génu preukazali
niektoré Ceské izolaty jedinecnt variabilitu, ktora dodnes nebola popisand. Tato multigénova
analyza suCasne potvrdila zstenia predchadzajicich autorov (Jovi¢ et al., 2011; Katani¢ et al.,
2016), 7z secY gn je najvariabinej§i spomedzi testovanych génov a poskytla tak
najdetailnejSie rozliSenie izolatov.

Zistenia z prevadzanych RFLP analyz a sekvencnych analyz Ceskych izolatov potvrdzuji
predchadzajice nazory Jovic et al. (2011) a Katani¢ et al. (2016), ato: (a) ak pri RFLP
analyze sekvencii pre 16S rRNA tejto fytoplazmy chceme zskat' spolahlivé vysledky, je
nevyhnutné  prehodnoti’ a  aktualizovat® suCasne pouzivané kombinicie reStrik¢nych
endonukledz pri jej jednoznacnej identifikacii; (b) ak chceme nadalej vyuzivat'® pri
jednozna¢nej identifikacii ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ unikatne oligonukleotidové motivy
pre gény 16S rRNA, rpl22-rps3 asecY, je nutné upravit a aktualizovat stcasne pouzivané
motivy s ohladom na doteraz popisani Variabilitu v tychto génoch a zaroven tak aktualizovat’
aj oficialny popis druhu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ Lee et al. z roku 2004.

Analyza d’alsej oblasti, konkrétne secY-map lokusu udruhu ‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’, bola vyuwzitd uz pri Stadiach v Srbsku, Chorvatsku a Franctizsku (Arnaud et al., 2007;
Jovi¢ et al., 2011; Katani¢ et al., 2016). Analyzy toho lokusu na Ceskych izolatoch viedli ako
aj uanalyz predchadzajucich génov k odhaleniu vy$Sej variability, nez bola doteraz popisana,
zarovei viak neposkytli detailnej$ie rozliSenie izoldtov neZ analjza secY. Dali gén pouZity
pri analyze variabilty ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ predstavoval tuf gén. Tento gén bol
napriklad vyuzity Marcone et al. (2000) pri Stadiach evolutnych vztahov aza tcelom
klasifikacie u skupiny Aster yellows (16Sr-1). Pre druh ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bol
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doteraz vyuzity len okrajovo pre doplnenie analyz a preto nie je v suCasnosti pre tento gén
Vv spojitosti s touto  fytoplazmou vela dostupnych informacii. Analyza variability tuf génu
Vtejto praci umoznila Ciastoéné rozliSenie izolatov a hoci ich variabilta nebola taka vysoka
ako variabilita secY sekvencii, tento gén moze byt powzty ako vhodny marker na dopliujuce
analyzy pre izolaty ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Posledny analyzovany bol secA gén, na
ktorom boli prevadzané rozsiahle analyzy Hodgetts et al. (2008) vramci taxonu ‘Candidatus
Phytoplasma’, ale rovnako ako u tuf génu je pre ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ 0 tomto géne
minimum informacii. Vyuzite univerzalnych primerov pre SecA navrhnutych Dickinson et
Hodgetts (2013) viedlo k zsteniu, Ze tieto primery maji nizku spolahlivost’ detekcie pre tito
fytoplazmu. Ako sa uvadza v pdvodnej praci, ‘direct” primery mozu viest' k zisku produktov
secA génu pre baktéric rodu Wolbachia, najmd uhmyzich jedincov, ¢o bolo preukazané aj
Vtejto praci AvSak aj vywitie ‘nested’ primerov, reprezentovanych autormi ako
spolahlivych  (Dickinson et Hodgetts, 2013), vnaSich podmienkach viedlo k nizkej
spolahlivosti amplifikacie a neviedlo K zskaniu S$pecifickych produktov. Pouzitie novych
‘nested’ primerov navrhnutych v tejto praci naopak vykazovalo pre Ceské izolaty ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ vysokil UspeSnost. Samotna analyza secA génu vSak neposkytla
detailnejSiu diferenciaciu tejto fytoplazmy z dovodu, Ze sa jednalo o znacne konzervativny
usek.

Analyza génov, Svynimkou konzervativnej 16S rRNA oblasti aoblasti kodujicej
rbozomalne proteiny rpl22 arps3, preukdzala pritomnost zmesnych infekcii vzoriek
viacerymi izolatmi fytoplazmy. Prikladom je analyza génu secA, ktord odhalila pritomnost’
zmesnej infekcie fytoplazmou Alder yellows phytoplasma ujednej vzorky pdévodom z méry
Psylla alni. Analyzy variabinejSich génov pre tuf a secY-map lokus odhalili jednu zmesni
infekciu navySe ato uvzorky pdvodom zméry Cacopsylla ulmi so zmesnou infekciou
izolatmi ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Tri zmesné infekcie boli zistené az vd’aka analyze
najvariabinejSicho  Studovaného secY génu a to upredchadzajucich dvoch vzoriek mér
auvzorky izolovanej zo stromuUlmus glabra Huds. zlokality Dyjakovce, takisto so
zmesnou infekciou izolatmi ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Pri analyze variability stiboru
Ceskych izolatov ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bolo mozné suCasne pozorovat variabilitu
medzi izoldtmi izolovanymi zo vzorick pochadzajicich zréznych oblasti priCom toto
rozrOznenie je povazované za dosledok prebichajucej mikroevolicie tohto patogénu. Hoci
zoblasti Moravy bol testovany iba nizky pocet izolatov, prickazne sa liSili v sekvenciach
génov pre tuf a secY od zvysnych izolatov zskanych z hostitelov zoblasti strednych

a vychodnych Ciech. Rovnako bola pozorovana odli§nad variabilita v sekvencidich génu secY
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uniektorych izolstov zo strednych Ciech oproti tym zvychodnych Ciech. Z analyz takisto
vyplyva, ze blizky povod Sreferennym izolatom EY1 maji prave izolaty zoblasti
vjchodnych Ciech. S ohladom na preukdzand variabilitu je nutné ale zdoraznit, 7 pre
celkové zhodnotenie variability danej fytoplazmy v konkrétnom State a pripadné odhalenie
zmesnych infekcil je potrebné prevadzat’ komplexnil analyzu jednak vécSieho stboru izolatov
pochadzajucich z réznych lokalit a testovat’ ich variabilitu na viacero variabilnych génoch.

V stbore vybranych vzoriek sa nachddzalo celkovo Sest hmyzich jedincov (jedna méra
znich, Psylla alni, infikovana Alder yellows phytoplasma) a25 brestov infikovanych
fytoplazmou ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Hmyzich zastupcov infikovanych ‘Candidatus
Phytoplasma ulmi’ predstavovali $tyri méry Cacopsylla ulmi ajedna peniarka Aphrophora
alni. Avsak ani jeden ztychto hmyzich druhov nebol doteraz preukdzany ako vektor tejto
fytoplazmy. Stoji tak za zvazenie previest dalie $tidia vtejto oblasti a experimentalne
overit, Ci tieto hmyzie druhy mézu predstavovat' nielen hostitelov tejto fytoplazmy ale aj jej
vektorov. V skupine 25 brestov inflkovanych ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ sa v 72 %
pripadov  jednalo o bezsymptomové infekcie touto fytoplazmou. Vysoky  vyskyt
bezpriznakovych infekcii bol pritom zaznamenany aj pri Stadidch v Chorvatsku, kedy viac
ako polovica stromov infikovanych ‘Candidatus Phytoplasma ulmi® nevykazovala Ziadne
primaky ifekcie (Katanic et al., 2016). Tieto pozorovania su zaroven v stlade s obecnym
predpokladom, Ze pdvodom eurdpske bresty st menej vnimavé voci fytoplazmovej infekcii
ako tie amerického pdovodu (Sinclair et al., 2000). Na druhej strane pri Stdiach v Srbsku
(Jovic et al., 2011) nebola u zadneho z piatich testovanych stromov bez priznakov infekcie
preukdzand pritomnost’ tohto patogénu. Tieto poznatky vSak eSte nie je mozné aplikovat
univerzilne, pretoze vi¢§ina $tadii tejto fytoplazmy prevadzanych v Taliansku, Ceskej
republike, Srbsku, Nemecku ¢i Franclizsku bola primdrne zamerand na stromy vykazujuce
bezné priznaky infekcie a nie stromy bezsymptomové (Maurer et al., 1993; Marcone et al.,
1997; Boudon-Padieu et al., 2004; Arnaud et al., 2007; Navratil et al., 2009; Jovi¢ et al.,
2011). Na spolahlivi determinaciu tejto fytoplazmy v Eurdpe ajej distribicie je preto
dolezit¢é analyzovat’ nielen stromy so symptomami ale aj stromy nevykazujice Ziadne
priznaky mfekcie.

Predchadzajice fylogenetické analyzy génov pre 16S rRNA, rpl22-rps3, secY a secY-map
v Srbsku a Chorvatsku potvrdili monofyleticky povod tejto fytoplazmy (Jovic et al., 2011;
Katani¢ et al., 2016), ¢o je vstlade s vysledkami tejto prace. Analyzy tychto génov pritom
zaroven viedli k diferenciacii Ceskych izolatov, pricom Cast’ znich spadala do uz popisanych

linii spolu s izolatmi zo Srbska, Chorvatska, Talianska, USA, Franctzska (Lee et al., 2004a;
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Arnaud et al., 2007; Jovi¢ et al., 2011; Katani¢ et al., 2016). Zvysné tri izolaty sa vSak pri
kazdej zanalyz vyvetvii do samostatnej vetvy ahoci mali podobny pdvod s pomerne
atypickym izolastom EYCZI aizolaitom E04-D438 zFrancizska (u analyzy secY-map
lokusu), IiSii sa aj od nich. Pritom s oh'adom na doteraz detekovani vysokt variabilitu druhu
‘Candidatus  Phytoplasma ulmi® a jeho Siroki geograficki distribuciu je  vysoko
pravdepodobné, Ze¢ vnadchadzajucich rokoch budu detekované dalsie genotypy tejto
fytoplazmy. Vysokéa variabilita tejto fytoplazmy preukézand v Ceskej republike spolu s jej
nizkym dopadom na infikkované¢ stromy sucasne podporuje hypotézu, ze povod tohto patogénu
je vEurope (Jovi¢ et al., 2011; Katani¢ et al., 2016). Vzt'ah tohto patogénu a jeho hostitel'a
vykazujuceho symptomy len ucasti infikovanych stromov navySe pripomina vztah Alder
yellows phytoplasma a jej hostitela Alnus glutinosa (L.) Gaertn., ktory presiel pravdepodobne
dlhou Kkoevoliciou a vyustil v balancovany parazitizmus, prejavujuci sa bezsymptomovymi
infekciami jej hostitela (Holz et al., 2016). V pripade, z¢ podobny vztah je aj medz
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ a jej hostitelom, predstavovalo by to d’alsi podporujici faktor
hypotézy europskeho pdvodu tejto fytoplazmy. Vyskyt bezsymptomovych infekcii u brestov
suCasne preukazuje, ze tato fytoplazma nepredstavuje vyzmamné riziko pre bresty ako
potvrdili uz predchadzajiace prace (Jovic et al., 2011; Katani¢ et al., 2016). Avsak s ohl'adom
na zmeny klimatickych podmienok by mohlo dojst’ k prenosu tejto fytoplazmy na nového
vnimavého hostitel'a s vyznamnym ekonomickym dopadom, ako tomu bolo napriklad
u Alder yellows phytoplasma (Arnaud et al., 2007). Pre lepSie pochopenie a presnejSiu
charakterizaciu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ je ale nutné previest' rozsiahlejSie Studia tejto

fytoplazmy, ato nielen na izolatoch z Eurdpy, ale aj z Ameriky.
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7 Zaver

V tejto praci bola na ziklade analyzy Siestich génov a génovych oblasti 16S rRNA,
rpl22-rps3, secY, secY-map, secA atuf Studovana variabilita stboru ceskych izolatov
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Analyza sekvencii pre 16S rRNA potvrdila konzervativnost’
tejto oblasti, u desiatich izolatov ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ bola detekovana pritomnost’
jednej vyznamnej mutacie (SNP), ktora viedla k vzniku nového Stiepneho miesta pre
reStrikénit endonukleazu Bfal avo wvysledku k vzniku nového restrikéného profilu u tychto
izolatov charakteristickému pre podskupiny 16SrV-C/D. Konzervativne gény pre 16S rRNA,
rpl22-rps3 aaj oblast’ lokusu secY-map poskytli iba nizke rozliSenie jednotlivych izolatov,
pricom pri fylogenetickych analyzach doslo na zaklade 16S rRNA oblasti k rozdeleniu
Ceskych izolatov ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ do dvoch homogénnych skupin a na ziklade
ziskanych sekvencii pre ribozomalne proteiny a secY-map lokusu doslo k rozdeleniu ¢eskych
izolatov  ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ do troch konzervativnych skupin. DetailnejSie
rozliSenie poskytla analyza tuf génu, ktory sa javi ako vhodny dopliuyjici marker pri
multigénovej charakterizacii ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Najvariabilnejsi gén secY
poskytol pri analyzach najdetailnejSie rozliSenie izolatov. Pri analyze secA génu boli
zdovodu nespolahlivosti detekcie univerzalnych primerov navrhnuté Specifické priemery pre
druh ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, pricom preukazali vysoka spolahlivost’ detekcie pre
analyzované izolaty. SecA vSak predstavoval znaCne konzervativny gén a jeho analyza
neposkytla detailnejSie rozlisenie izolatov.

Analyza tychto Siestich génov preukazala, ze Ceské izolaty maju Vvysoka geneticku
variabiltu ato ako medzi sebou tak aj Vvporovnani Sizolatmi z0 Srbska, Talianska,
Chorvatska, Franctizska a USA. Zaroven analyzami sekvencii bola preukdzana pritomnost
zmesnych fytoplazmovych infekeii utroch vzoriek, ato ujedného hmyzeho jedinca Psylla
alni, u ktorého bola preukdzana pritomnost zmesnej infekcie odlisnymi izolatmi Alder
yellows phytoplasma a ujedného hmyzicho jedinca Cacopsylla ulmi abrestu Ulmus glabra
Huds., u oboch s preukazanou zmesnou infekciou réznymi izolatmi ‘Candidatus Phytoplasma
ulmi’.

Vysledky tejto prace potvrdzujt predchddzajuce tvrdenia, Ze je nutné prehodnotit’
a aktualizovat’ stcasné pouzivané molekulirne metédy a analytické postupy pre jednoznacnu

identifikaciu druhu ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.
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