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ABSTRAKT

Bakalarska praca sa zaobera charakteristikou mér, najméa z r. Cacopsylla, ich molekularnou
detekciou, s dorazom na Cacopsylla melanoneura, vektora fytoplazmy 'Candidatus
Phytoplasma mali’, pévodcu ochorenia proliferacie jabloni. Teoreticka Cast’ bakalarskej prace
sa zameriava na zhrnutie poznatkov o mérach, ich vyskytu, biologii vratane zivotného cyklu,
pricom charakterizuje zastupcu patriaceho do tejto taxonomickej skupiny. Taktiez sa v tejto
Casti spomina ich rola pri Sireni fytoplazmy, vyznamnych patogénov rastlin, a si¢asné metody na

molekularnu identifikaciu mér zalozeni najma na analyze COI génu mitochondrialnej DNA.

V ramci experimentalnej cCasti bakalarskej prace bolo analyzovanych 32 jedincov mér
Cacopsylla melanoneura pochadzajucich ztroch lokalit na juznej Morave odchytenych
v rokoch 2006 a 2022. Sangerovym sekvenovanim CPF4 a CPR4 PCR amplikénov boli ziskané
parcialne sekvencie COI mér Cacopsylla melanoneura o dizke priblizne 600 bp. Vi&sina
ziskanych sekvencii vykazovala vysokt podobnost’ a 99,2-100% identitu so sekvenciami génu
COI zastupcov Cacopsylla melanoneura dostupnymi v databdze GenBank, traja jedinci
vykazovali identitu nizsiu (92%) s tymito sekvenciami, pricom sa aj tak jednalo o zastupcov
tejto méry. Pri dvoch jedincoch bola zistena prislusnost k inym druhom r. Cacopsylla,
v jednom pripade bola identifikovana samica C. picta av druhom pripade bola zistena
najbliz§ia podobnost’ s C. burckhardti. Fylogenetickou analyzou boli tieto zistenia potvrdené.
Ziskané vysledky jednoznacne potvrdzuji vhodnost vyuzitia analyzy COI génu pre

molekularnu identifikaciu mér r. Cacopsylla.
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ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the characterisation of psyllids, especially of the genus
Cacopsylla, their molecular detection, with emphasis on Cacopsylla melanoneura, a vector of
the phytoplasma 'Candidatus Phytoplasma mali’, the causal agent of apple proliferation
disease. The theoretical part of the thesis focuses on summarising the knowledge of psyllids,
their occurrence, biology including their life cycle, and characterisation of representatives
belonging to this taxonomic group. This part also mentions their role in the spread of
phytoplasmas, important plant pathogens, and current methods based mainly on the analysis of

the COI mitochondrial DNA gene which are used for the molecular identification of psyllids.

In the experimental part of the bachelor thesis, 32 individuals of Cacopsylla melanoneura from
three localities in southern Moravia, collected in 2006 and 2022, were analysed. Partial COI
sequences of Cacopsylla melanoneura psyllids were obtained by Sanger sequencing of CPF4
and CPR4 PCR amplicons with a length of approximately 600 bp. Most of the sequences
obtained showed high similarity and 99.2-100% identity with the COI gene sequences of
Cacopsylla melanoneura available in the GenBank database. Three individuals showed lower
identity (92%) with these sequences, but still belonged to this psyllid species. Two individuals
were found to belong to other Cacopsylla species, one was identified as a female C. picta and
the other was found to be the most similar to C. burckhardti. These results were confirmed by
phylogenetic analysis. The results obtained clearly confirm the suitability of using COI gene
analysis for the molecular identification of Cacopsylla psyllids.
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1 UVOD

Meéry patria k bezne vyskytujucej sa a rozmanitej skupine hmyzu, ktora saje rastlinné stavy na
roznych druhoch rastlin. Méry v Eurdpe, ktoré patria do rodu Cacopsylla, sa zaraduja k dobre
znamym pol'nohospodarskym Skodlivym organizmom, ked’Ze niektoré z nich Skodia sanim,
velké mnozstvo z nich su prenasami bakteridlnych patogénov - fytoplaziem. Jednym
zvyznamnych zastupcov je méra Cacopsylla melanoneura, ktord v niektorych oblastiach
prenasa pévodcu vyznamnej choroby ovocnych stromov, proliferacie jabloni, a to fytoplazmu
‘Candidatus Phytoplasma mali'. Tato fytoplazma vyvolava Specifické i neSpecifické priznaky,
pricom k tym Specifickym patri metlovitost, u vnimavych kultivarov aj tvorba zvacsenych
palistov. Kontrola fytoplazmovych ochoreni je naro¢na a jej dolezitou sucastou je kontrola
vyskytu a Sirenia hmyzich vektorov. Vlastna identifikacia na zaklade morfologickych vlastnosti
je vel'mi naro¢na, z toho dovodu sa pre identifikaciu mér, ato nie len rodu Cacopsylla,
v sucasnosti rozvijaju rozne molekularne metody, ako napriklad DNA barcoding, RFLP, AFLP,
RAPD a dalsie, ktoré sa sustreduju predovSetkym na geneticki analyzu mitochondrialne;

DNA.



2 CIELE PRACE

1. Vypracovanie literarnej reSerse na tému

méry, vektory fytoplaziem, a ich molekularna detekcia;

vyuzitie génov pre cytochrom c oxidazu a 16S rRNA na identifikéaciu organizmov.

2. Analyza vybraného suboru jedincov Cacopsylla melanoneura

- izolacia DNA, PCR amplifikacia cielovych génovych fragmentov, Sangerovo

sekvenovanie, bioinformaticka analyza.



3 LITERARNY PREHI’AD

3.1 Obecna charakteristika mér

Meéry predstavuju celosvetovo rozsireny maly hmyz sajuci rastlinnu stavu, nachadzajici sa na
roznych druhoch rastlin. Z taxonomického hladiska ich zarad'ujeme do nadcel'ade Psylloidea
(merovité), podradu Sternorryncha (voSkovce) a radu Hemiptera (polokridlovce) (Gullan et

Martin, 2009; Ouvrard et al., 2015a).

Najstarsia prva zmienka o existencii Specifického druhu méry pochadza z Francuzska, kedy
entomolog Réaumur v roku 1737 rozsiahlo opisal dva druhy Homotoma ficus a Asphagidella

buxi (Conci, 1998).

Vyskyt a roz§irenie mér suvisi s podnebim danej krajiny, ked’ze méry si vysoko citlivé na
teplotu, vlhkost’ a maju vel'ka $pecifitu k hostitel'skej rastline (Hodkinson, 2009). Na svete je
doposial popisanych 3 800 druhov, no najrozmanitejSie su v tropickych a subtropickych
oblastiach (Moreno et al., 2021; Ouvrard et al., 2015a). V Eurdpe tato skupina zahriia priblizne
323 druhov, avsak v strednej Eurdpe (Rakusko, Belgicko, Ceska republika, Slovensko,
Nemecko, Madarsko, Holandsko, Pol'sko, évajéiarsko, Luxembursko) to je priblizne 194

druhov mér (Ouvrard et al., 2023).

Vel'kost mér je zhruba od 1,5 mm do 4 mm a ich vzhl'ad do urcitej miery pripomina cikady.
Ako zivocichy su méry velmi jemné a je mozné ich dotykom l'ahko poskodit. Je to z toho
dovodu, ze ich kutikula je celkom tenka. AvSak je pruzna a pevna, ale nedosahuje az takej
tvrdosti ako sa vyskytuje pri plosticiach a cikadach. Ich telo je Clenené na tri Casti: hlava (caput),
hrud’ (thorax) a zadok (abdomen). Najtvrdsia a najhrubsia je kutikula na hlave a hrudi, nasledne
na zadku je tenSia a pruznejsia. Az na niektoré vynimky je ochlpenie mér riedke a ich sfarbenie
nie je stale. Nestalost’ sfarbenia je spdsobena tym, v ktorom ro¢nom obdobi sa jedinci vyskytuju
alebo ¢i dani jedinci prezimovali. K zakladnym farbam patri zIta srdznymi odtiefimi
a sytostami, zelena, oranzova, Cervend, hneda a nakoniec Cierna (Vondracek, 1957). Méry
patria k slabym letcom, ale si vynikajacimi skokanmi vd’aka zadnym noham, ktoré su zvacsené
(Hodkinson, 2015). Charakteristickym znakom tohto skakania je, ze méry maju na zaciatku

hlavu smerujicu nadol a nasledne po vzlietnuti sa telo rychlo otaca (Burrows, 2012).

Méry maju typicky hemimetabolicky zivotny cyklus, ktory sa zvycajne sklada z vajicka, piatich
larvalnych §tadii a pohlavne sa rozmnozujiceho dospelého jedinca. V ramci populacie pomer

samic a samcov vykazuje len mali odchylku (Fisher er al., 2014; Hodkinson et Bird, 2006).



Doba trvania embryonalneho a larvalneho stadia je rozdielna u jednotlivych druhov, jedincov
na tej istej rastline ataktiez je zavisla na vonkajSich podmienkach (Vondracek, 1957). V
meniacich sa podmienkach zivotny cyklus vykazuje rozne modifikacie. V optimalnych teplych
a vlhkych podmienkach mé tendenciu byt kontinudlny s viacerymi generaciami ro¢ne (Atwal
et al., 1970; Pande, 1972). Vic¢sina druhov mierneho pasma ma jednu generaciu rocne
(Watmough, 1968). V oblastiach mierneho pasma a v arktickych oblastiach sa na prezitie
zimného obdobia alebo obdobia, kedy je hostitel'ska rastlina neaktivna vyvinul mechanizmus
prezimovania vo vSetkych zivotnych Stadiach. Avsak vzdy urcity druh prezimuje v urcitom
Stadiu. Vajicka sa pocas prezimovania zvycajne nachadzaji na necinnych pucikoch hostitel'skej
rastliny. Larvy je mozné n4jst napriklad pod Supinami pucikov alebo v pazuchéch listov.
Dospelé jedince sa vyskytuju hlavne na ihli¢nanoch, no neskorsie na jar pred pu¢anim sa vratia
na svoju pravu hostitel'sku rastlinu, aby sa sparili a nakladli vajicka, ked’ze sa larvy nemozu
vyvijat na ihli¢natej strave (Cermak er Lauterer, 2008; Gallinger er Gross, 2018; Vondragek,
1957).

Méry sa rozmnozuju pohlavne, ale v niektorych pripadoch dochadza aj k fakultativnej
partenogenéze. V pripade partenogenézy sa nasledne vyskytuju len samicky a dochadza k tomu
pri niektorych druhoch Cacopsylla rara, Glycaspis operta , Glycaspis atkinsoni a Cacopsylla
myrtilli (Hodkinson, 1984; Moore, 1970). Kopulaciu (parenie) mér je mozné pozorovat
v urcitom c¢ase aj vol'ne v prirode, pricom samec vyhl'adava samicu. Doba parenia zavisi na:
Case, kedy sa objavuju dospelé jedince; na vyvojovom §tadiu, ktoré prezimuje a na pocte
generacii v roku. Po pareni nasleduje kladenie vajicok na rastlinu vhodnu pre urcity druh

(Vondracek, 1957).

Casto skimanym javom pri mérach sa stala ich vibraéna komunikacia, ktora bola prvykrat
opisand v polovici minulého storocia (Ossiannilsson, 1950). Vibra¢na komunikacia sa stala
primarnym komunikaénym kanadlom medzi jedincami, vyskytujucim sa takmer vo vsetkych
cel'adiach v ramci Psylloidea. Méry tuto vibra¢nii komunikéaciu (stridulaciu) zvacsa pouzivaju
pri hl'adani partnera a pri vybere partnera prostrednictvom duetu samca a samice, pri ktorom si
samec a samica vymieniaju Specifické signaly pre pohlavie. Nasledne je cely proces parenia
ul'ahCeny. POvodcom volania je zvyCajne samec, a vinimava samica, tak vyda odpoved’ a samec
najde samicu. O mechanizme vytvarania signalu bolo navrhnutych niekol’ko hypotéz, v pripade
mér je akusticky signal vytvarany trenim kridel (Wenninger ez al., 2009). V dnesnej dobe sa
povazuje vibracnd komunikacia za kltdCovy prvok pri Specifickom rozpoznavani medzi

samicami a samcami mér (Avosani et al., 2022; Lubanga et al., 2014).
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Méry, tak ako dospelé aj larvy vSetkych Stadii sa zivia pomocou svojich ustnych organov, ktoré
sluzia k prepichovaniu a saniu na rastlinach. Kazdy druh mér sa zivi sanim zvac$a na jednom
druhu rastlin alebo na pribuzenskych skupinach rastlin. Na potravu vyberaju hlavne zelené Casti
rastlin ako su listy, listové stopky, stopky kvetov alebo listové pupene. Ich Ustne organy moézu
fungovat tak ako na prehitanie rastlinnej §tavy, tak aj na slinenie. Profily slinnych enzymov st
zlozité a obsahuju proteiny ako oxidoreduktazy, dehydrogendzy, esterazy, astrehalazy,
amylazy, lipazy a cytochréom P-450. Napriklad vd’aka amylazam méry dokazu prenikat do
pletiv hostitel'skej rastliny. Méry z rastlinnych §tiav bohatych na cukry ziskavaju metabolity,
mineralne latky avodu. Takato strava je nutriCne nevyvazena, neobsahuje esencialne
aminokyseliny, vitaminy a lipidy. Preto sa pre méry dolezitym faktorom stala asociacia s
endosymbiotickymi mikroorganizmami, ktoré sa nachadzaju v Specializovanom organe
zvanom mycetom v traviacom trakte. Tieto mikroorganizmy doplfiajd méram potravu na
spravny vyvoj (Douglas, 2006; Eyer, 1937; Hodkinson, 1973; Sharma et al., 2014; Sharma et
al., 2015; Sharma ef Raman, 2017; Vondracek, 1957; Woodburn er Lewis, 1973).

Sanie dospelych jedincov zvycajne sposobuje na hostitel'skej rastline len malé Skody na rozdiel
od 8kdd, ktoré sa pripisuju larvalnemu Stadiu. Predpokladd sa, ze by to mohlo suvisiet
s degeneraciou mycetomu u dospelych jedincov (Annecke et Cilliers, 1963; Richards et

Brooks, 1958; White, 1970).

Meéry st schopné interagovat’ s inymi organizmami a vel'mi dolezitou ekologickou interakciou
sa stal mutualizmus. Mutualizmus je mozné definovat ako vzajomne prospeSnu interakciu
medzi jedincami dvoch druhov (Boucher et al., 1982; Bronstein, 1994), pricom sa zvySuje ich
zivotna uaroven (napr. prezitie, zivotnost). NajstudovanejSim a najbeznej§im pripadom
mutualizmu, taktiez zndma ako trofobidza, sa pri mérach stala interakcia medzi mravcami
a mérami. Niektoré méry vylucuju cez konecnik cukornaté exkréty tzv. medovicu. Medovica je
komplexna zmes vo vode rozpustnych sacharidov (glukoéza, sacharoza, fruktdéza a dalsie),
aminokyselin, amidov, organickych kyselin, alkoholu, auxinov a soli. Napriklad pre mravcov
takto vytvorena medovica moze byt velmi dolezitym zdrojom potravy. Mravce su na oplatku
prospesné pre méry tym, ze im poskytuju ochranu pred prirodzenymi predatormi a parazitmi
(Delabie, 2001; Hackman et Trikojus, 1952; Larsen et al., 1992; Shoujie et al., 2015; Styrsky
et Eubanks, 2007).



3.2  Fytoplazmy, ich interakcie a Sirenie

Fytoplazmy patria k vel'kej skupine bakterialnych patogénov, ktoré napadaji rozne plodiny,
stromy a okrasné rastliny su taktiez zodpovedné za stovky chordb rastlin a sposobuju vel'ké
Skody. V roku 1967 Doi et al. (1967) prvykrat opisali za pouzitia elektronovej mikroskopie
pritomnost malych pleomorfnych teliesok pripominajucich mykoplazmy v ultratenkych rezoch
sitkovych elementov floému moruse, ktora bola infikovana zakrpatenim. V sucasnosti ich
zarad'ujeme do kmena Tenericutes a do triedy Mollicutes (Bertaccini et al., 2014; Lee et al.,

1998; Trivellone et Dietrich, 2021).

V prirode st fytoplazmy prevazne prenasané prostrednictvom hmyzu z ¢eladi Cicadellidae a
Psyllidae a nadCelade Fulgoroidea, ktoré sa krmia floémovou §tavou infikovanych rastlin.
Z toho dovodu hostitel'sky okruh fytoplaziem zélezi od potravovych néavykov hmyzich
prenasatov (Bertaccini, 2007). Uginnymi prenasaémi sa stali hlavne kvoli niekolkym
spolonym vlastnostiam, ku ktorym patri napriklad ich nedokonala premena, §pecifické
kfmenie na urcitych rastlinach, nedestruktivne kfmenie alebo ich rozmnozovaci a trvaly vztah
s fytoplazmami. Mnohé fytoplazmy prenasa viacero roznych druhov hmyzu, no niektoré moze
prenasat’ len jeden druh. AvSak taktiez jeden druh dokaze prenasat dva aj viac réznych
fytoplaziem, pri¢om jedinec moze byt infikovany viacerymi kmenimi fytoplazmy. Predpoklada
sa, ze vzajomny vztah medzi hmyzom a fytoplazmou vykazuje urcity stupen Specifickosti (Lee

et al., 2000; Weintraub et Beanland, 2006).
Interakcie fytoplaziem s hmyzim vektorom a rastlinnym hostitel’om

Fytoplazmy, prenaSané vektormi Casto zaobchadzaju s morfologiou, spravanim, ¢i fyziolodgiou

hostitel'a (Weinersmith er Faulkes, 2014).

Tieto patogénne baktérie su schopné napadat’ organizmy dvoch od seba odli§nych ri§, a to
rastlin (Plantae) a hmyzu (Animalia), v ktorych sa dok&zu intracelularne replikovat’ (Sugio et
al., 2011). Niekol'ko studii, ktoré skimali vztah medzi hmyzimi vektormi a fytoplazmami
zistili, ze je vel'mi premenlivy a moze mat na fitnes vektora negativne, pozitivne alebo ziadne
ucinky (Arismendi et Carrillo, 2015; Madden er Nault, 1983; Queiroz et al., 2016). Pozitivne
posobenie na vektora uvadza aj Beanland er al. (2000), vektory Macrosteles quadrilineatus
(Forbes, 1885) vystavené fytoplazme zltacky astier ziju dlhsie a klada viac vaji¢ok ako vektory,

ktoré neboli fytoplazmou infikované.



Fytoplazmova infekcia mo6ze mat rdzne ucinky na rozne druhy vektorov. Tieto rozdielne
ucinky mozu zavisiet od toho, ¢i je dany vektor fytoplazmy priméarny alebo sekundarny
(Madden et al., 1984), ale aj od vyskytu vektora v urCitom prostredi. Vplyva na to teplota, kedy
infekcia fytoplazmou moze byt pre vektora Skodliva pri nizkych teplotach (Garcia-Salazar et

al., 1991).

Pri zivoCichoch sa na interakcii medzi hmyzim vektorom a fytoplazmou zucastiiuju
membranové proteiny fytoplazmy, nazyvané ako antigénové membranové proteiny (Amp).
Amp nasledne tvori komplex s mikrofilamentami visceralneho hladkého svalstva,
nachadzajuceho sa pri ¢revnom trakte hmyzu. Cely tento komplex Amp-mikrofilameta stvisi

so schopnost'ou hmyzich vektorov prenasat’ fytoplazmy (Suzuki et al., 2006).

Pri rastlinach fytoplazmy infikuji hostitel'ov tak, ze sa presuvaju cez pory sitkovych policok
a takto sa Siria po celom cievnom systéme rastliny (Rudzinska-Langwald et Kaminska, 1999).
Fytoplazmy v infikovanych rastlinach spdsobuju rozli¢né priznaky, do toho pocitajuc zltacky
a zvinutia listov, chlorézy (blednutie listov), malolistosti, proliferacie vyhonkov aj koretiov,
zakrslost, virescencie (strata normalnych kvetinovych pigmentov a vyvoj zelenych kvetov),
fylodie (vyvoj kvetov do listovych Struktar), ¢i odumieranie vyhonkov alebo celych rastlin.
Priznaky spdsobené fytoplazmami poukazuji na poruchy hormonalnej rovnovahy a funkcie
floému hostitel'skej rastliny. Vo vSeobecnosti symptomy spdsobené fytoplazmovou infekciou
maju jednoznacne Skodlivé Gcinky na rastliny, aj ked’ niektoré rastlinné druhy st odolné voci
fytoplazmovym infekciam a mo6zu byt asymptomatické alebo mozu vykazovat len mierne
symptomy. Neprejavenie symptomov modze byt zapriCinené nepriaznivymi podmienkami
prostredia, pri zvySenej teplote napriklad v puastnych oblastiach, alebo v oblastiach
charakterizovanych semitropickymi podmienkami (Al-Ghaithi et al., 2017; Lee et al., 2000;
Soufi er Komor, 2014). Ako neSpecifické reakcie na stres vyvolany infekciou fytoplazmy, bola
pri rastlinach taktiez zaznamenana zvySena produkcia stresovych proteinov (Carginale et al,
2004) alebo zvySenie podielu polyfenolickych latok ¢i nadprodukcia peroxidu vodika (Musetti
et al., 2000; 2004).

Sirenie fytoplazmy pomocou hmyzich vektorov

Ked'Zze fytoplazmy patria k obligatnym parazitom, tak svoj zivotny cyklus nemézu dokoncit
bez vyuzitia vhodného hostitel'a. Zvycajne su prenasané zo slin nakazenych hmyzich vektorov

do floému rastlin pocas kimenia. K prenosu fytoplazmy dochadza v troch krokoch nazyvanych



ako: obdobie akvizi¢ného sania, latentné obdobie a obdobie inokulacie (Nault, 1997; Weintraub

et Beanland, 2006). Prenos fytoplazmy hmyzim vektorom znazorfiuje obrazok 1.
1. obdobie akvizi¢ného sania

Pocas procesu akviziéného sania sa hmyz ziviaci floémom infikovanej rastliny stava infekénym
tym, Ze pohlcuje fytoplazmu (Nault, 1997). Akonahle baktérie prenikni do ¢revného lumenu
hmyzu, tak napadni a pravdepodobne sa rozmnozia v ¢revnych epitelovych bunkach
a v prilahlych svalovych bunkéch, ktoré obklopuju crevné bunky v mieste hemolymfy.
Postupne sa tieto baktérie presuvaju do hemolymfy, z ktorej si schopné infikovat rézne iné
organy a tkaniva hmyzu vratane slinnych zliaz. Bunky slinnych zliaz obsahuju vel'ké vakuoly,
v ktorych sa fytoplazmy hromadia (Fletcher ez al., 1998; Hogenhout et al., 2008; Lherminier et
al., 1990; Wayadande et al., 1997).

Utinnost akviziéného sania savisi s dizkou kfmenia potrebnej na ziskanie fytoplazmy (Rondon
et Oppedisano, 2020). Podl'a doterajSich informacii stai na ziskanie fytoplazmy v priemere
niekolko hodin, aj ked’ dlhSie kfmenie vedie k vysSej u€innosti ziskania. Minimélny ¢as na
ziskanie fytoplazmy prenasane] vektorom Circulifer tenellus je 5 min (Golino et al., 1987).

Sanie pri mére trnkovej (Cacopsylla pruni) je odhadované na 2 az 4 dni (Carraro et al., 2001).

Predpoklad o tom, Ze larvy maju vac$iu Sancu ziskat' fytoplazmu na zdklade dlhsieho stabilného
kfmenia potvrdil Murral et al. (1996), kde larvy Macrosteles quadrilineatus boli uspesnejsie

pri ziskavani fytoplazmy.
2. latentné obdobie

Latentné obdobie, niekedy tiez nazyvané inkuba¢né obdobie, predstavuje ¢asovy interval od
pociatocného nadobudnutia fytoplazmy do uspesného prenosu fytoplazmy na rastliny. Tento
Cas je potrebny na zmnozenie ana kolonizaciu fytoplazmy v tele hmyzu. Pokial by
k zmnozeniu a kolonizacii nedoslo, tak by sa hmyz stal hostitel'om, ktory by nebol spdsobily

fytoplazmu prenasat’ (Rondon et Oppedisano, 2020; Weintraub et Beanland, 2006).

Co sa tyka dizky tohto obdobia, tak trva priblizne od 20 do 80 dni a je pravdepodobne
ovplyviiovana rozmnozovanim fytoplazmy vo vektore v zavislosti od teploty, pri vysSich
teplotach je latentné obdobie kratsie ako pri tych nizsich (Murral et al., 1996). Taktiez latentné
obdobie ovplyviiuje dizka akviziéného sania, kde mozno predpokladat, 7e dlhsie akvizi¢né
sanie a tym aj mnoZstvo nasatej fytoplazmy, moze skratit’ dizku latentného obdobia (Alivizatos

et Markham, 1986).



3. obdobie inokulacie

Obdobie inokuléacie zodpoveda ¢asu, kedy dochadza k prenosu fytoplazmy na zdravu rastlinu
hmyzim vektorom (Rondon et Oppedisano, 2020). Hmyz v tomto Case vstrekuje fytoplazmu
priamo do sitkovych rurok zdravej rastliny (Bosco et Tedeschi, 2013). V prirode sa stretavame
len s prenosom fytoplazmy prostrednictvom dospelych jedincov, ked'ze larvy nie su schopné

presunu z infikovanej rastliny na zdrava (Bosco et Marzachi, 2016).

Na dostato¢ny prenos fytoplazmy hmyzim vektorom do rastliny je potrebné, aby obdobie
inokulacie trvalo niekol'ko hodin, dlh§i Cas vedie k vysSej ucinnosti prenosu (Bressan et al.,
2007). Vyvoj symptomov na hostitel'skej rastline moze po inokulécii trvat’ az 8 tyzdnov (Greber

et Gowanlock, 1979).

Neinfikovani méra
saje na infikovanej
rastline

Infikovana rastlina

Multiplikacia Multiplikacia
patogéna vo patogéna v tele
floéme méry
infikovanej

rastliny

Prenos z infikovanej méry do
zdravej rastliny sanim

Obrazok 1: Prenos fytoplazmy hmyzim vektorom (Rondon et Oppedisano, 2020).

3.3 Meéry na uzemi Ceskej republiky

Fauna mér na tzemi Ceskej republiky je pomerne dobré znama, kedze skimanie tejto skupiny

pocalo uz koncom 19. storocia (Stehlik et Heiss, 2000; Vondracek, 1957). Cosa tyka rozsirenia



v jednotlivych regionoch, tak je znaCne nerovnomerné (Malenovsky et Lauterer, 2012).
Pomerne vel'a udajov o vyskyte mér je najmi z juznej a zapadnej Moravy (Cermak et Lauterer,
2008; Lauterer, 1993, 1999) a severnych Ciech (Lauterer, 2001; Malenovsky, 2006). Vac¢sina

ostatnych &asti Ceskej republiky ostava méalo preskiimana.

V Ceskej republike je znamych priblizne 124 druhov mér, pri¢om 53 druhov je zapisanych
v ¢ervenom zozname ohrozenych druhov (Lauterer er Malenovsky, 2005). K najznamej$im
rodom sa zaraduje rod Cacopsylla, ktory patri medzi najvyznamnej§ich hmyzich §kodcov
ovocnych stromov a vektorom fytoplaziem (Tadeschi er al., 2006), za vyznamné vektorové
druhy su v CR povazované napriklad Cacopsylla picta (Forster, 1848), Cacopsylla pruni
(Scopoli, 1763), Cacopsylla pyrisuga (Forster, 1848), Cacopsylla pyri (Linné, 1758) a
Cacopsylla melanoneura (Forster, 1848) (Cermak ef Lauterer, 2008). A taktiez Cacopsylla mali
(Schmidberger, 1836) patri k vyznamnym Skodcom v zéhradach, ¢i ovocnych sadoch, avsak

fytoplazmy neprenasa (Kocourek et al., 2015).

34  Cacopsylla melanoneura (Forster, 1848)

Cacopsylla melanoneura bola prvykrat opisana Forsterom v roku 1848. Patri k oligofagnym
druhom, je schopné sat' z viacerych rastlinnych druhov. V minulosti bol za hlavni zivna
rastlinu povazovany Hloh obycCajny (Crataegus oxyacantha L.). Momentéalne sa k d’alSim
zivnym rastlinam zarad’uja napriklad stromy rodu Malus, Mespilus alebo prilezitostne Pyrus.

(Janik et al., 2020; Ouvrard, 2015b; Vondracek, 1957).

Cacopsylla melanoneura je univoltinny druh, pocas jedného roka ma iba jednu generaciu a je
schopny prezimovat v dospelom Stadiu na rastlinach, hlavne na ihli¢nanoch. Na konci zimy,
medzi koncom januara a polovice marca, dospeli jedinci migruji spat’ na hostitel'ské rastliny,
kde prebieha kopulacia, kladenie vaji¢ok a vyvoj lariev. Kazda samica je schopna vyliahnut
okolo 200 vajicok, ¢o je v porovnani s Cacopsylla picta o 40 vaji¢ok viac. Vyvoj lariev trva
priblizne $tyri az piat’ tyzdiov (Cermak er Lauterer, 2008; Janik ef al., 2020; Tadeschi et al.,
2012). Samec meria 2,52 — 3,30 mm, samica je o nieCo vac¢Sia a ma zvycajne 2,95 — 3,30 mm
(Ossianilsson, 1992). Zakladnou farbou jej hlavy a hrudi je svetlo zItd a zadok ma bezne

¢iernohnedu farbu (Vondracek, 1957).

Nie je jasné, Ci je Cacopsylla melanoneura efektivnym vektorom fytoplazmy 'Candidatus

Phytoplasma mali' a tym aj zdrojom Sirenia choroby proliferacie jabloni v strednej Europe,
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ked’ze v Taliansku C. melanoneura bola preukazana ako vektor tejto fytoplazmy (Malagnini et
al., 2010; Tedeschi et al., 2002). AvSsak v Nemecku tato méra nebola preukazana ako jej

vyznamny vektor (Mayer et al., 2009).

3.5 Priznaky choroby sposobenej fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma mali’

Proliferacia jabloni je rozsirend v regionoch pestovania jablk a bola preukazana v Rakusku,
Belgicku, Bosne a Hercegovine, Bulharsku, Chorvatsku, Ceskej republike, Finsku, Francuzsku,
Nemecku, Mad’arsku a Taliansku, Norsku, Pol'sku, Rumunsku, Srbsku, Slovinsku, Spanielsku,

gvaj ¢iarsku, Holandsku a Turecku (Tedeschi e al., 2013).

Infekcia fytoplazmou proliferacie jablone vyvolava Siroku skalu symptomov (vid’ obrazok 2).
K 3pecifickym symptomom patri metlovitost (zhluk zakrpatenych slabych vyhonkov)
a u niektorych kultivaroch jabloni aj zvacSené a zubkaté palisty. K neSpecifickym symptomom
sa zarad'uje predasné zacervenanie listov, pri niektorych odrodach jablk sa méze vyskytnat
chloréza pred zberom, skoré pucanie pucikov na jar. Dalsim nespecifickym priznakom su malé
chutovo nevyrazne a menej sfarbené plody s dlhymi stopkami. Menej viditel'né stt malformacie
koreniov (Blattny, 1963; Bovey, 1963; Janik et al., 2020; Schmid, 1975). Pri niektorych
druhoch rodu Malus spp. sa vyskytuju deformaécie listov, a taktiez ich zvinutie (Kartte er

Seemtller, 1988).

., A
P §
I
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b )
Ny
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Obrazok 2: Porovnanie zdravého (A) a vyhonku so symptomami proliferacie jablone (B-D)

(Janik et al., 2020).
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3.6 Kontrola fytoplazmovych ochoreni a vektorov

Vzhl'adom k tomu, Ze fytoplazmy napadaji ovocné dreviny, tak maji vyznamny hospodarsky
vplyv. Priememé roné ekonomické straty spdsobené chorobou proliferacie jabik boli
v Nemecku vycislené na 25 mil. eur a v Taliansku to robi az 100 mil. eur. Tieto straty vznikaju

v dosledku tvorby abnormalneho keru, ¢i produkcie mensich plodov bez chuti (Strauss, 2009).

Z toho dovodu je kontrola fytoplazmovych ochoreni ddlezitd a pozostava hlavne v oSetreni
insekticidmi proti hmyzim prenaSacom, a taktiez v zaobstarani, aby sa vektory neSirili do
novych oblasti. Insekticidy pdsobia tak ako na potladenie populacie vektora, tak aj na
zabranenie prenosu. PotlaCenie populacie vektora sa dosahuje I'ahsie, ked’ze vacsina vektorov
fytoplaziem je citliva na rdzne ucinné latky, napriklad neonikotinoidy. Zabranenie prenosu sa
uz dosahuje t'azko, a to z dovodu, ze prenos fytoplazmy prebieha rychlejsie, ako st insekticidy

schopné pdsobit’ (Bosco et Marzachi, 2016; Weintraub et Wilson, 2010).

Aplikacia insekticidov je u€inna, ale nepdsobi Specificky len na méry, ale aj na inych zastupcov
hmyzu ako st napriklad véely, a preto st hl'adané alternativne stratégie (Desneux et al., 2007).
Odporucané je vyuzitie d’alSich ekologickejsich postupov ako su paste s lakavymi zlozkami ako

je Beta-karyofylén alebo lepivé dosky (Eben er Gross, 2013).

Na kontrolu vektorov je mozné vyuzit’ aj ich predatorov, ¢i parazitov, pricom predatori mér su
vel'mi malo znami. Detailne popisani s len pri hospodarsky vyznamnych druhoch, ako si méry
hrusiek Cacopsylla pyri, C. pyricola a C. pyrisuga; méry jabloni a eukalyptovych psyllidach z
podcelade Spondyliaspidinae (Jerinic-Prodanovic et Proti¢, 2013). K regulacii vyskytu mér sa
vyuzivajia niektoré druhy z Celade Anthocoridae (lesklickovité), napriklad Anthocoris
nemoralis, ktori st povazovany za Specializovanych predatorov ziviacich sa prednostne mérami
amSicami. Problémom je, Ze tento hmyz nie vzdy migruje do sadov dostato¢ne skoro
a v dostatocnom mnozstve. Taktiez zastupcovia ¢el'adi Coccinellidae (lienkovité), Chrysopidae
(zlatoockovité), Formicidae (mravcovité) a paviky, by mali prispievat k znizovaniu velkosti
populéacie mér v sadoch (Hill, 2009; Solomon et al., 2000). Na kontrolné ucely su tito predatori
menej vhodni, ked’ze nie su az tak Specificki a si malo synchronizovani s mérami (Burckhardt,
1994). K vtakom, ktori sa zivia mérami patri napriklad Cervienka (Erihacus spp.), penica
(Sylvia spp.), brhlik (Sitta spp.), lastovicky (Hirundo spp.) ale ich cielené vyuzitie v ochrane
sadov nie je prakticky mozné (Vondracek, 1957).

Roézne druhy parazitov su spojené s konkrétnym druhom asu schopné znizovat velkost

prirodzenej populacie mér (Weintraub er Wilson, 2010). Parazity mér nachadzame pomedzi
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Diptera (dvojkridlovce) - celad” Cecidomyiidae (bylomorovité) azradu Hymenoptera
(blanokridlovce) - ¢elade Encyrtidae, Eulophidae, Eupelmidae, Eurytomidae, Pteromalidae,
Thysanidae, Torymidae, Cynipidae, Braconidae, Ceraphronidae a Platygasteridae. Zastupci
rodu Endopsylla parazituji na dospelych mérach, zastupcovia z radu Hymenoptera napadaju
larvy mér s vynimkou rodu Sectiliclava cleone, ktord parazituje na dospelych Psylla
melanoneura (Robinson, 1961a,b,c; Jensen, 1957). Paraziti napadajaci vajicka nie si znami.
Dolezita je synchronizacia zivotnych cyklov méry a parazita, preto napriklad paraziti lariev
kladu vajicko v blizkosti noh larvy méry a larvy parazita sa nasledne zivia zvonka na spodnej

strane larvy (Hodkinson, 1974; Martin, 2010).

Zabranit' Sireniu vektorov a fytoplaziem napomaha aj odstrafiovanie napadnutych rastlin,
pricom sa rastliny odstraiuju bud’ Uplne alebo sa odstranuju len symptomatické vyhonky.
Taktiez G¢inna je aj vysadba rastlin, ktoré st odolné voci fytoplazmam alebo odradzaji hmyzie

vektory (Weintraub er Wilson, 2010).

3.7 Molekularna detekcia mér

V sucasnej dobe je identifikacia mér v teréne podl'a morfologickych znakov vel'mi Casovo
narocna a vyzaduje si Specializované odborné znalosti. V pripade dospelého jedinca, samca, je
mozné spolahlivo ur€it’ taxonomicku kategoriu az do druhu, Co pri samiciach je tazsie a daju
sa spolahlivo ur¢it do rodu. Identifikdcia vajicok, ¢i larvalnych jedincov vzhladom
k nedostatku morfologickych znakov, je zna¢ne zlozitd. Problematicka modze byt aj
determinacia jedincov, ktori sa poskodili po¢as odchytu alebo pri odstranovani z lepovych
dosiek. Z toho dovodu sa na rozliSenie druhov vyvijaja rézne molekularne metody, ked'ze
véacsina z tychto metdd je zalozena na polymerazovej retazovej reakcii (PCR) a §tadiu roznych
génov. Odlisné oblastt DNA mo6zu byt uzitocné pre taxonomické Studie vd’aka tomu, ze
poukazuju na vysoké alebo nizke Grovne variability. Pricom za jeden z najdolezitejSich génov
pre identifikaciu zivo¢isnych druhov je povazovany mitochondrialny gén kodujaci cytochrom

c oxidazu (Behura, 2006; Hebert et al., 2003; Porter et al., 2014; Suh et Choi, 2020).

Rychle a presné metddy su nevyhnutné na monitorovanie vektorov, aby nasledne bolo mozné
pouzitie priamych metdd na ochranu rastlin, ¢i na obmedzenie Sirenia ochoreni sposobenych

hmyzim vektorom (Oettl ez Schlink, 2015).
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DNA barcoding

DNA barcoding predstavuje novu metodu zalozent na DNA, ktord sa vyuziva na
identifikovanie znamych ¢i neznamych druhov na zaklade druhovo Specifickych rozdielov v
kratkych oblastiach ich DNA. Pri hmyze je to zvyCajne 658 bp dlhy fragment mitochondrialne;j
cytochrom c oxidazy (Jalali et al., 2015).

Této technika zahrfiia odchyt jedincov v teréne, izolaciu DNA, amplifikaciu konkrétneho génu
za pouzitia univerzalnych  primerov, sekvenovanie ziskaného fragmentu a
bioinformatickt analyzu sekvencii na identifikaciu charakteristickych motivov. Kone¢nym
cielom je vytvorenie digitalnych a spolahlivych DNA barkodov, ktoré st pouziteIné na
ziskanie informacii o taxonomickom zaradeni jedincov prostrednictvom algoritmov
umoziujucich porovnavanie sekvencii DNA so sekvenciami dostupnymi v §pecializovanych
databazach ako st napriklad Barcode of life data system (BOLD) ¢i GenBank. Na ziskanie
spravnej identifikacie je potrebné, aby v online databazach uz existovali sekvencie na
porovnanie. Z toho dévodu je potrebné dané databazy rozsirovat’ (Antil ef al., 2023; Rolo et al.,

2013; Wilson et al., 2019).

DNA barcoding vyskumnici pouzivaju Coraz CastejSie, pretoze sa sekvencie daju ziskat rychlo,
l'ahko a pre determindciu jedincov nie je potrebné poznat' Specifické morfologické znaky.
Uspesné vyuzitie DNA barcodingu bolo umér r. Cacopsylla preukiazané napriklad pri
identifikacii Casto nespravne determinovane] méry hruskovej (Cacopsylla pyri) (Cho et al.,

2020).
RFLP-polymorfizmus dizky restrikénych fragmentov

Vel'mi popularnou technikou pre geneticka analyzu sa stala aj metdda RFLP, ktora sa pouziva
na detekciu ako vnutrodruhovej, tak aj medzidruhovej variability. RFLP spociva v troch
zakladnych krokoch, priom v prvom kroku prebieha amplifikdcia cielového fragmentu,
variabilného génu. V d’alSom kroku nasleduje Stiepenie amplifikovaného fragmentu vhodnym
restrikénym enzymom a vytvorenie restrikénych fragmentov s réznou vel'kostou. Posledny
krok zahfiia analyzu vytvorenych fragmentov, zistenie restrikéného profilu pomocou gélovej

elektroforézy, ktoré sa porovnavaju so znamymi §tandardmi (Rasmussen, 2012).

V porovnani s inymi metédami je metoda RFLP technicky jednoduché, menej narocna na ¢as
a ma nizke naklady na analyzu. Metoda sa osvedcila pri identifikéacii dospelych jedincov

alariev, napriklad dvoch hlavnych vektorov (C. melanoneura, C. picta) fytoplazmy
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‘Candidatus Phytoplasma mali' sposobujucu proliferaciu jabloni, pricom pri identifikacii lariev
je metoda uzitocna na predpovedanie populacnej hustoty vektora v nasledujucom roku (Oettl

et Schlink, 2015).
AFLP-polymorfizmus dizky amplifikovanych fragmentov

Jedna sa o modifikovanu formu metdédy RFLP (Loxdale et Lushai, 1998), ktora je zaloZzena na
PCR amplifikacii restrikénych fragmentov ziskanych z genomickej DNA za pouzitia
obmedzeného suboru generickych primerov (Vos et al., 1995). Tato technika celkovo
pozostava z niekol’kych krokov. Prvym krokom je §tiepenie genomickej DNA pomocou dvoch
restrikénych enzymov, aby sa vytvorili fragmenty s lepivymi koncami. Na tieto konce sa
nasledne napajaju adaptéry a s pomocou adaptér Specifickych primerov prebehne amplifikacia
restrikénych fragmentov. Vel'kost amplifikovanych fragmentov je potom detekovana pomocou
elektroforetickej separacie. V minulosti sa pouzivali na detekciu radioaktivne znaCené primery
a gélova elektorofréza, no momentalne sa pouzivaju fluorescencéne znacené primery a kapilarna

gélova elektroforéza (Meudt et Clarke, 2007; Paun et Schonswetter, 2012; Rasmussen, 2012).

AFLP sa vyuziva k réznym ucelom, napriklad pri hodnoteni genetickej variability v ramci
druhu, alebo medzi pribuznymi druhmi, ¢i na tvorbu genetickych map. Vyhodou tejto metody
je, ze nie su potrebné predchadzajuce informacie o cielovom gendéme. Taktiez je vyhodna ako
vo vysokej reprodukovatelnosti, tak aj v citlivosti na detekciu polymorfizmov na urovni

sekvencie DNA (Paun et Schonswetter, 2012).
RAPD-niahodna amplifikacia polymorfnej DNA

RAPD je metodou, ktora zahriia PCR a umoziiuje detekovat velké mnozstvo polymorfizmov
v ramci genomickej DNA v kratkom ¢asovom obdobi. Tato metdda vyuziva menej Specifické
primery, ktoré amplifikujui viaceré I'ubovolné oblasti gendmu (Skoda ez al., 2002; Williams et
al., 1990). Nasledne je mozné takto amplifikovanit DNA rozdelit podl'a velkosti pomocou
gélove] elektroforézy. Vysledné rozdiely v takto ziskanych DNA profiloch predstavuju

geneticky polymorfizmus medzi jednotlivcami, ¢i medzi populaciami (Hadrys et al., 1992).

Vyhodou tejto metody je, ze umoziuje identifikovat’ druhy v akomkol'vek §tadiu zivotného
cyklu, ked'ze DNA zostava pocas zZivota nezmenena. Nezname vajicka ¢i larvy sa daju 'ahko
identifikovat’ porovnavanim vytvorenych profilov s profilmi znamych dospelych jedincov

(Ablett, 1994). Nevyhodou je, ze sa Casto vytvara vel'ké mnozstvo produktov a nie je I'ahké ich
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nasledne rozoznat'. Potom na identifikovanie sluzia len tie najviditelnejSie produkty (Roderick,

1996).
SSRs-mikrosatelity

Mikrosatelity patria ku kratkym opakujucim sa sekvenciam vyskytujucich sa v mnohych
organizmoch, do toho pocitajac hmyz (Heymer, 1994). Pri tejto metode sa mikrosatelity
amplifikuju za pouzitia PCR s primermi, ktoré lemuju konkrétnu oblast opakovania. Na
vizualizaciu vysledkov amplifikacie sa taktiez, ako v predchadzajucich metddach vyuziva
elektroforetickd separacia. Tato metodda sa vyuziva hlavne vtedy, ked iné metody vykazuju

nedostatoCnu variabilitu (Roderick, 1996).

Prikladom aplikacie SSRs je vyskum Diaphorina citri, pricom sa SSR markery uspesne
vyuzivaja pri populacnych a fylogeografickych studiach. Vysledky poméhaja vytvarat vhodné
stratégie monitorovania vyskytu tohto polnohospodarskeho skodcu (Boykin ez al., 2007).

3.8  DNA markery na identifikdciu organizmov

Mitochondrialna DNA je povazovana za uzito¢ny nastroj na identifikaciu organizmov, vdaka
jej jednoduchej struktire. Je to mala, kruhova DNA, ktora sa dedi zvacSa po matke. Obsahuje
obvykle 37 génov, vratane 13 génov kodujucich proteiny, 22 génov transferovej RNA a dvoch
génov ribozomalnej RNA. Pre identifikaciu organizmov pomocou mitochondridlnej DNA sa
zvacSa vyuzivaju oblasti génov pre cytochrom c¢ oxidazu (podjednotky I a II) a 16S rRNA

(Lessinger et al., 2000).
Cytochrom c oxidaza podjednotka I (COI)

Cytochrom c oxidéaza podjednotka I (COI) je gén mitochondriadlnej DNA, ktory koduje protein
napomahajuci pri bunkovom dychani. Oblast o dizke priblizne 650 parov baz ma nizku
sekvencnu variabilitu v ramci druhu, ale vysokt medzi druhmi (Aly, 2014). Preto sa gén COI
univerzalne vyuziva pri identifikacii ¢i uz hmyzu, mékkySov, ryb, tak aj obojzivelnikov, ¢i
cicavcov. AvsSak pri protistoch, hubach arastlinach je ucinnost COI pri identifikacii
organizmov problematickd, ked’Ze napriklad niektoré druhy protistov nemaju mitochondrialnu

DNA (Imtiaz et al., 2017).
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Cytochrom c oxidaza podjednotka II (COII)

Cytochrom ¢ oxidaza podjednotka II je druhou podjednotkou cytochrom ¢ oxidazy, ktora sa
taktiez da pouzit’ pri identifikacii druhov vd’aka relativne vysokému stupiiu variability. AvSak
problémom pri identifikacii organizmov na zéklade COII je nizky pocet zdznamov alebo
vytvorenych databaz, ked'ze na spravne identifikovanie je potrebné porovnanie sekvencie

s overenou referencnou DNA (Guo et al., 2010).
16S rRNA

Sekvencie mitochondrialnej ribozomalnej RNA su taktiez pouzivané na fylogenetické Stadie,
pricom 16S rRNA sa pouziva na identifikaciu organizmov na urovni ¢el'ade ¢i rodu. Rovnako
ako pri COII je aj tu problém ziskat’ taxonomicku identifikaciu na urovni druhu, ked’ze COI je
vhodnej$i vzhladom na zavedené referencné databazy a zname taxonomické rozliSenie tohto
markera. AvSak v pripade buduceho vytvorenia referen¢nych databéaz, by sekvencie 16S rRNA
mohli byt vhodnou konkurenciou COI (Elbrecht et al., 2016).

Iné markery

K d’al§im markerom na identifikaciu organizmov patria napriklad mitochondrialny gén pre
cytochrom b (mt-CYTB) alebo gény pre NADH dehydrogenazy (Tobe et al., 2009), alebo
z jadrovych génov elongacny faktor 1a (Simon et al., 2010). Za jeden z moznych kandidatnych
génov je povazovana aj vnutorna transkribovana oblast’ medzernika 2 jadrovej ribozomalne;j
DNA (ITS2 oblast), pretoze ma mnozstvo vyhodnych vlastnosti, ako je dostupnost
konzervovanych oblasti na navrhovanie univerzalnych primerov, jednoduchost’ amplifikacie a

dostato¢na variabilita ITS2 na rozlisenie aj blizko pribuznych druhov (Yao et al., 2010).
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4 MATERIAL A METODY
4.1  Biologicky material

V experimentalnej Casti bakalarskej prace bolo testovanych 32 jedincov méry C. melanoneura
(Forster, 1848), vyznamného vektora fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma mali’. Méry boli
odchytané v troch lokalitach na juznej Morave, Lednice, Velké Némcice a Velké Bilovice,
v rokoch 2006 a 2022. Blizsie informacie o lokalite, pohlavi, datume odchytu a oznacenia
vzorky su uvedené v tabulke 1. Méry po odchyte boli identifikované a uskladnené v 96%
etanole pri teplote -20°C.

Tabulka 1: Zoznam analyzovanych jedincov C. melanoneura

Lokalita Oznacenie vzorky Pohlavie Datum odchytu
Lednice 495/5-6 samec 29.5.2006
Lednice 495/4; 496/7-10 samec 13.6.2006
Lednice 497/1-8; 498/1-8 samica 28.4.2022
Velké Némcéice  495/1,3;496/1,2,5,6 samec 29.5.2006
Velké Bilovice  495/2; 496/3.,4 samica 18.4.2006

4.2  Pouzité chemikalie, sipravy a roztoky
Pouzité chemikalie

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

o Deionizovana voda

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

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

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

o GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat. ¢. SM0323)

o Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide), 100 mg (Invitrogen, kat. ¢. H1398)
o MyTaq™ DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21106)

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

o Primery (Generi-Biotech)
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Pouzité sapravy

o

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

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

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

QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, kat. ¢. 51106)

Pouzité roztoky a ich priprava

4.3

o

50x TAE (Tris, Acetate, EDTA): V 800 ml dH,O za staleho mieSania rozpustit' 242 g
Tris base, pridat 57,1 ml l'adovej kyseliny octovej a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8), doplnit’
dH,0O do 1 000 ml.

10x TNE (Tris, NaCl, EDTA): V 800 ml dH,O za staleho mieSania rozpustit’ 12,11 g
Tris base, pridat’ 3,72 g EDTA a 116,89 g NaCl, pH upravit pomocou koncentrovanej
HClI na 7,4 a objem doplnit’ do 1 000 ml dH,O.

Pouzité pristroje a zariadenia

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Centrifiga Prism™ mini (Labnet)

Centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet)

Dokumentacny systém G:BOX (Syngene)

Dri-Block Heater DB-2D (Techne)

Elektroforetickd komora HU10 MINI (Scie-Plas)
Fluorometer DyNa Quant 200 (Hoefer)

Laminarny box PV-100 (Telstar)

Ruény homogenizator (Kimble)

Spektrofotometer Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)
Sterilné mikrohomogenizatory (Scienceware)
Thermocycler T100™ Thermal Cycler (Bio-Rad)
UV-transluminator UVT-14 L (Herolab)

Vahy EK 200G (A&D Engineering)

Vortex MS1 Minishaker (IKA)

Vyrobnik l'adu F100 Compact (Icematic)

Zdroj rovnosmerného pradu MP-250V (Major Science)

19



4.4 Pouzité metody
4.4.1 Izolacia DNA

Celkova DNA z mér Cacopsylla melanoneura bola vyizolovana pomocou QIAamp DNA
Blood Mini Kitu metodou adsorpcie na silikatova membranu. Pricom jedinec bol premiestneny
do 1,5ml mikroskimavky s 180 ul ATL roztoku ajedinec bol rozdrveny
mikrohomogenizatorom. Do mikroskimavky so zhomogenizovanym materidlom bolo
pridanych 20 pl proteinazy K, skimavka bola premieSana prevratenim skimavky. Po
premiesani mikroskimavka s materidlom bola inkubovana pri 56°C po dobu 15 min v suchom
kapeli. Do mikroskiimavky bolo pridanych 200 pl pufru AL a bola premieSana vortexovanim
do dobu 15 s. Na odstranenie kvapiek z viecka bola mikroskimavka kratko zcentrifugovana.
Do mikroskimavky bolo pridanych 200 pl 96% etanolu. Mikroskiimavka bola zvortexovana
po dobu 15 s a opét’ kratko zcentrifugovana. Cely objem preneseny do QIAamp spin kolonky,
ktora bola umiestnena v 2 ml zbernej skimavke. Nasledne prebehla centrifugacia 1 min pri
8 000 rpm. Filtrat bol odstraneny a kolénka bola vratena do skimavky. Do koldnky bolo
napipetovanych 500 ul pufru AW1 a prebehla centrifugacia 1 min pri 8 000 rpm. Filtrat bol
odstraneny a kolonka bola vratena do skimavky. Do kolonky bolo napipetovanych 500 ul pufru
AW?2 aprebehla centrifugicia 4 min pri 13 000 rpm. Filtrat bol odstraneny a kolénka bola
vratena do skimavky. Nasledne bola kolona zcentrifugovana d’alSiu 1 min pri 13 000 rpm.
Zbernd skumavka s filtratom bola vyhodend do odpadu a QIAamp spin kolénka bola
premiestnena do Cistej 1,5ml eluénej skimavky. Na povrch kolonky bolo napipetovanych 50 pl
destilovanej vody a zmes bola inkubovana v izbovej teplote po dobu 1 min. Po inkubacii
prebehla centrifugacia 1 min pri 1 800 rpm a nasledne 1 min pri 11 000 rpm. Koncentracia

a kvalita vyizolovanej DNA bola stanovena spektrofotometricky. Vyizolovana DNA bola

uchovana pri teplote -20°C.

4.4.2 Polymerazova retazova reakcia (PCR)

Bola prevedena amplifikacia fragmentu v oblasti cytochrom c oxidazy podjednotky I pomocou
MyTaq™ DNA polymerazy, pricom bola vyizolovanda DNA pouzitd ako templat. Na
amplifikaciu boli pouzité primery CPF4 (5'-TAAGAACTAACCATAAGATTATCGG-3")
a CPR4 (5'-CACTTCAGGGTGTCCAAAGAATC-3") podl'a Kang et al. (2012), oakavana
vel'kost” produktu bola 707 bp.
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PCR reak¢né zmes pozostavala z pufru, sterilnej vody, primerov a MyTaq™ DNA polymerazy,
jej zlozenie je uvedené v tabul'ke 2. Tato reakéna zmes bola pripravena v objeme podl'a poctu
vzoriek. Cely proces pripravy vzoriek na PCR prebiehal na l'ade v sterilnom laminarnom boxe.
Po priprave bola reakéna zmes rozpipetovana do 0,2ml mikroskiimaviek po 24 pl. Do kazde;
mikroskimavky bolo nasledne pridanych po 1 pl vyizolovanej DNA. Do termocykléru boli
vlozené mikroskimavky sobjemom 25 pul. PCR amplifikacia prebehla za podmienok

uvedenych v tabulke 3. Vysledné PCR produkty boli uskladnené pri teplote -20°C.

Tabul'ka 2: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi

Poloska Koncentracia pracovného Pipetovany objem [ul]
roztoku na 1 test

Pufer 5x 5,00
Voda 18,30
Forward primer 20 pmol - pl! 0,25
Reverse primer 20 pmol - pl™! 0,25
MyTaq DNA polymeraza 50 ult 0,20
Celkom 24,00
Objem reakcie 25,00

Tabul'ka 3: Podmienky PCR amplifikacie s pouzitim primerov CPF4/CPR4

Teplota v
Faza Cas [s] Pocet cyklov
[°C]
pociatocna denaturacia 95 180 1
denaturacia 95 30
nasadanie primerov 50 30 39
elongacia 72 60
konecna elongécia 72 300 1
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4.4.3 Elektroforeticka separacia

PCR produkty boli nésledne detekované pomocou elektroforetickej separacie v 1%
agarozovom géle. Zasobny roztok 1% agardézového gélu bol prichystany navazenim
arozpustenim 3 g agardézy v 300 ml 1x TAE pufru. Takto pripraveny zasobny roztok bol
zahriaty v mikrovlnnej rare. Zasobny roztok bol bud’ rovno pouzity alebo uchovany pri teplote
priblizne 4°C v chladni¢ke. Pri priprave gélu bolo odliatych 50 ml a pridanych 2,5 ul farbiva
GelRed Nucleic Acid Strain. Zmes bola poriadne premieSana a preliata do vopred pripravenej
elektroforetickej vanicky s vlozenym hrebienkom. Po stuhnuti bol gél prevrstveny 1x TAE
pufrom a hrebienok bol vybraty. Na urcenie velkosti PCR produktov bolo do prvej jamky
napipetovanych 1,5 ul Standardu molekulovej hmotnosti GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder.
Do nasledujucich jamiek bolo napipetovanych po 5 ul PCR produktu. Elektroforeticka
separacia PCR produktu prebiehala pri 80 V a trvala priblizne po dobu 30 — 40 min. Gél bol po
dokonceni separacie vyhodnoteny pomocou UV-transluminatoru a dokumenta¢ného systému

G:BOX, Syngene.

4.4.4 Izolacia PCR produktov
Izolacia PCR produktov z gélu za pouzitia FastGene Gel/PCR Extraction Kitu

FastGene Gel/PCR Extraction Kit bol pouzity na izolaciu PCR produktov s nizkou
koncentraciou. Prvym krokom pri izolacii PCR produktu z gélu bola priprava gélu, kde 75 ml
1% agardzového gélu v 1x TAE pufru bolo zmieSanych s 4 ul ethidium bromidu. Takto
pripravena zmes bola dokladne premiesana a preliata do vopred pripravene) elektroforeticke;
vanicky s vlozenym hrebienkom. Po stuhnuti bol gél prevrstveny 1x TAE pufrom. Do prvej
jamky bolo napipetovanych 1,5 ul standardu molekulovej hmotnosti GeneRuler™ 100 bp Plus
DNA Ladder. Do nasledujucich jamiek bol napipetovany PCR produkt. Elektroforeticka
separacia prebiehala po dobu 30 — 40 min pri 80 V.

Po elektroforetickej separacii boli PCR produkty odpovedajucej velkosti vyrezavané sterilnym
skalpelom a umiestnené do vopred zvazenych 1,5ml mikroskiimaviek. Bola zistena vaha gélu
v mikroskimavke aten bol zmieSany s 500 ul GP1 pufru podla objemového pomeru
300 mg gélu : 500 pl GP1 pufru. Mikroskiimavky boli inkubované 10 min pri 55°C v suchom
kupeli pokym sa gél kompletne nerozpustil. Po€as inkubécie boli mikroskumavky niekol'’kokrat

jemne premieSané prevratenim. Do izola¢nej kolonky bolo napipetovanych 800 pul zmesi a bola
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centrifugovana 30 s pri 13 000 rpm, nasledne bol odstraneny filtrat. Pokial’ bolo rozpustenych
viac ako 800 pul tak bol predosli krok zopakovany. Do kolonky bolo napipetovanych 600 ul
GP2 pufru a kolonka bola zcentrifugovana po dobu 30 s pri 13 000 rpm a filtrat bol opéat
odstraneny. Na vysusSenie bola prazdna kolonka v zbernej skimavke zcentrifugovana po dobu
2 min pri 13 000 rpm. Koldnka bola umiestena do novej 1,5ml mikroskimavky a na membranu
kolonky bolo napipetovanych 30 ul destilovanej vody. Kolonka bola inkubovana pri izbove;j
teplote po dobu 2 min a nasledne bola zcentrifugovana 2 min pri 13 000 rpm. Koncentracia
vyizolovanej] DNA bola stanovend pomocou fluorimetra. Vyizolovana DNA bola dlhodobo

uskladnena pri teplote -20°C.
Izolacia PCR produktov za pouzitia NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kitu

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit bol pouzity na izolaciu PCR produktov s vysokou
koncentraciou. NTI pufor bol nariedeny v pomere 1:5 s destilovanou vodou ak 20 ul PCR
produktu bolo napipetovanych 80 ul destilovanej vody. Takto nariedeny PCR produkt bol
zmieSany s 200 pl pripraveného NTI pufra. Celkovy objem bol nasledne napipetovany na
povrch kolonky umiestnenej v zbernej skuimavke. Kolonka bola zcentrifugovana pri
11 000 rpm po dobu 1 min, a filtrat bol odstraneny. Na povrch kolonky bolo napipetovanych
600 pl NT3 pufru. Kolonka bola zcentrifugovana pri 11 000 rpm po dobu 1 min a filtrat bol
odstraneny. Tento krok bol zopakovany este raz. Kolonka bola zcentrifugovana pri 11 000 rpm
po dobu 2 min a premiestnend do novej 1,5ml mikroskimavky. Na stred membrany kolonky
bolo napipetovanych 25 pl destilovanej vody. Kolonka bola inkubovana pri izbovej teplote po
dobu 1 min a kolonka bola zcentrifugovana pri 11 000 rpm po dobu 1 min. Koncentracia
vyizolovanej] DNA bola stanovena pomocou fluorimetra, a vyizolovana DNA bola dlhodobo

uskladnena pri teplote - 20°C.

4.4.5 Sekvenacné znacenie

Sekvenacné znacenie bolo vykonané za pouzitia BigDye™ Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing

Kitu, pricom pre sekvenacnu reakciu bolo ako templat pouzité 25 ng DNA.

PCR reak¢na zmes pozostavala z BigDye™ pufru, BigDye™ Ready Reaction Mix, primeru
(forward alebo reverse), ktory bol nariedeny na 1,6 pmol-ul™!, zlozenie je uvedené v tabulke 4.
DNA bola sekvenovana obojstranne za pouzitia tych istych primerov ako pri amplifikécii

fragmentu. Reakéné zmes bola pripravena pre niekolko vzoriek. Cely proces pripravy vzoriek
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na PCR prebiehal na lade v sterilnom lamindrnom boxe. Pripravena reakéna zmes bola
rozpipetovana do 0,2ml mikroskumaviek po 4 pl. Nasledne bolo pridanych 6 ul nariedene;j

templatovej DNA. Reakcia prebehla v termocyklére za podmienok uvedenych v tabulke 5.

Vlastné sekvenovanie pomocou genetického analyzatora ABI PRISM 3730 bolo prevedené

v sekvenagnom centre Ustavu experimentalni botaniky AV CR, Olomouc.

Tabul'ka 4: Zlozenie PCR reak¢nej zmesi

Pipetovany objem [pl]

Polozka
na 1 test
BigDye™ pufor 1
BigDye™ Ready Reaction Mix 1
primer (forward alebo reverse) 2
celkom 4
Objem reakcie 10
Tabulka 5: Podmienky PCR sekvena¢ného znacenia
Faza Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklov
pociatocna denaturacia 95 60 1
denaturacia 95 10
nasadanie primerov 50 5 40
elongacia 60 240

4.4.6 Bioinformaticka analyza

Vystupné data zo sekvenatora boli pouzité na zostavenie finalneho sekvenacného contigu za
pouzitia programu MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016). Identita sekvencii bola nasledne potvrdena
pomocou programu BLASTn (NCBI). Popri identifikacii sekvencii boli vyhl'adané a stiahnuté

odpovedajuce sekvencie COI C. melanoneura a mér C. affinis, C. coccinea, C. burckhardti, C.
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mali, C. pruni, C. picta, C. pyri, C. pyricola a Trioza urticae. Za pouzitia algoritmu ClustalW
(Thompson et al., 1994) v programu MEGA 7.0 boli sekvencie zoradené do mnohopocetného
alignmentu. Taktiez vtomto programe bola vyhodnotend wvariabilita analyzovanych
nukleotidovych sekvencii pomocou p-distance metddy a nasledne bola vyobrazena pomocou
programu SDT 1.2 (Mubhire et al., 2014). Fylogenetickd analyza bola prevedena v programe
MEGA 7.0 na zéklade vytvoreného mnohopocetného alignmentu za pouzitia Neighbor-Joining
algoritmu a Tamura 3-parametrického modelu pre nukleotidové sekvencie a JTT modelu pre
aminokyselinové sekvencie, s bootstrap opakovanim 1000x. Fylogeneticky strom bol

vyobrazeny a upravovany za pouzitia programu TreeExplorer.
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5 VYSLEDKY

Cielom experimentalnej Casti bakalarskej prace bola analyza vybraného suboru jedincov
Cacopsylla melanoneura, vektora fytoplazmy proliferacie jablone. Na potvrdenie identity
jedincov a vyhodnotenie ich genetickej variability bola vybrana oblast mitochondrialneho génu

koédujuceho podjednotku I cytochrom ¢ oxidazy.

5.1 Amplifikacia oblasti cytochrom c oxidazy podjednotky I

Na zaklade dostupnej literatury boli vybraté a pouzité primery CPF4 a CPR4 (Kang et al.,
2012). Pre pracu bolo vybratych 32 vzoriek, z ktorych 16 vzoriek vyizolovanej DNA bolo z
roku 2006 a 16 vzoriek DNA bolo vyizolovanych z jedincov novo odchytanych v roku 2022.
Vzorky pochadzali z lokalit na juznej Morave (Lednice, Velké Némcice, Velké Bilovice). Pri
31 vzorkach bol uspesne ziskany produkt o o¢akavanej velkosti priblizne 700 bp. Priklad
ziskanych Specifickych produkty su zobrazené na obrazku 3. V jednom pripade sa amplifikacia

nevydarila a tato vzorka bola z d’alSich analyz vyradena.

Obrazok 3: Produkty PCR amplifikacie oblasti cytochrom ¢ oxidazy podjednotky I pomocou
primerov CPF4 a CPR4 a MyTaq™ DNA polymerazy vyseparované v 1% agardézovom géle.

(Legenda: L- GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, jednotlivé vzorky oznacené Cislami izolacie)

5.2 Analyza genetickej variability a fylogeneticka analyza

Sangerovym sekvenovanim PCR amplikonov a naslednym skladanim sekvenacnych vystupov

bolo ziskanych 21 sekvencii o dizke 584-658 bp.
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Specifita produktov bola potvrdena pomocou algoritmu BLASTn (NCBI). Vidsina (18)
ziskanych sekvencii vykazovala 99,2-100% identitu so sekvenciami génu COI zéstupcov
Cacopsylla melanoneura (Acc. No. KM206173.1, KM206163.1), dostupnymi v databaze
GenBank. Ziskané sekvencie 495/1, 5, 6 vykazovali 92% identitu so sekvenciou Cacopsylla
melanoneura (KM206172.1). Sekvencia méry 498/6 vykazovala identitu 99,84% so sekvenciou
Cacopsylla picta (KM206175.1) a sekvencia méry 498/7 vykazovala identitu 90,79% so
sekvenciou Cacopsylla burckhardti (NC_069642.1).

Ziskané sekvencie boli nasledne porovnavané s vybranym suborom sekvencii povodom C.
melanoneura a d’alSich zastupcov r. Cacopsylla. Variabilita ziskanych parcialnych sekvencii
COI bola vyhodnotena za pouzitia Muscle algoritmu programu SDT2.0, vid' obrazok 4.
Sekvencie viacSiny analyzovanych jedincov vykazuje 98-100% identitu so sekvenciami
zastupcov C. melanoneura ziskanymi z databaze GenBank. Analyzované vzorky patriace do
série 495 s oznaCenim 495/1, 5, 6 zlokality Lednice a Velké Némcice boli od ostatnych
analyzovanych vzoriek mér rozdielne a vykazovali najvyssiu 89-92% identitu opét’ s ostatnymi
Ceskymi sekvenciami C. melanoneura aso sekvenciami zastupcov C. melanoneura
(KM206173.1, KM206163.1) ziskanych z databaze GenBank. Toto zistenie potvrdzuje
vysledky ziskané pomocou algoritmu BLASTn. COI sekvencia z jedinca 498/6, vykazovala
99% identitu so sekvenciou C. picta (KM206173.1, KM206175.1). AvSak sekvencia jedinca
498/7 podl'a metody SDT vykazuje najvyssiu identitu (88%) s Cacopsylla burckhardti.

Analyza variabilnych oblasti medzi sekvenciami ukazala velka podobnost pomedzi jedincami
495/2, 3;497/3, 6, 7; 498/2, 3, 4 a 495/4; 496/1, 4, 5, 6, 7, 10; 497/4, bola detekovana jedna
nukleotidova zdmena, a to v pozicii 601, kde sekvencie vykazovali zdmenu z C na T. Jedinci
495/1, 5, 6 vykazovali ovel'a va¢§iu variabilitu, bolo detekovanych 50 nukleotidovych zdmen.
Kde v poziciach 28, 117, 220, 357, 387, 435, 471, 517 a 576 dochadza k zamene z T na C alebo
v poziciach 63, 384, 579 dochadza k zamene z A na G. K zamene z G na A dochadza pri pozicii
93, 150, 291, 381, 411, 507, 588. Taktiez zamena z A na T bola pozorovana v poziciach 204,
564,603,z T na Av 225, 267,342,348, 451, 558, 561, 591 a 609. V poziciach ako je 264, 270,
273, 274, 297, 303, 309, 312, 366, 370, 375, 378, 399, 420, 555 a 612 bola zas pozorovana
zamena z Cna T av 369 a 597 zas z T na G. K zdmene z A na C doslo len v pozicii 66 a k

zamene C na G len v 360.
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Obrazok 4: Analyza genetickej variability parcialnych sekvencii COI génu pri C. melanoneura

a d’alSich zastupcov rodu Cacopsylla pomocou algoritmu Muscle a programu SDT2.0. Farebna

Skala znazorfiuje percentualnu identitu a analyzovani jedinci C. melanoneura si oznaceni

Cislom izolacie azvyrazneni fialovym ohraniCenim, sekvencie mér ziskané z databaze

GenBank st oznacené prislichajucim accesion number a druhom.
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Fylogenetickou analyzou s pouzitim Neighbor-Joining algoritmu bola potvrdena zistena
variabilita sekvencii, ked'ze sa Ceski jedinci identifikovani na zaklade morfologickych znakov
ako C. melanoneura spolocne s d’al§imi zastupcami C. melanoneura z Talianska vyvetvili do
dvoch S$tatisticky preukaznych evolucne blizkych vetiev (obrazok 5). V prvej Statisticky
preukaznej skupine sa vytvorili dva nesignifikantné klastre. Do prvého klastru sa zaradili
jedinci s oznaCenim 495/3, 495/2,497/6, 497/3,497/7, 498/4, 498/3, 498/2 a do druhého klastru
spadali jedinci s oznacenim 497/4, 496/1, 496/5, 496/6, 496/10, 496/4, 496/7, 495/4. Dalsi
Statisticky preukazny klaster vytvorila ziskand sekvencia tejto méry, gtO8 (Acc. No.
KM206172.1) povodom z Talianska. Sekvencie z jedincov 495/6, 495/1, 495/5 vytvorili druhu
samostatnu vetvu. Tieto sekvencie maju vyssiu pribuznost’ s analyzovanymi sekvenciami mér
C. melanoneura nachadzajucich sa v prvej vetve ako s inymi zastupcami rodu Cacopsylla.
Dvaja jedinci 498/6 a 498/7, ktorych identita nebola znama sa vyvetvili do odli§nych vetiev.
Kde jedinec 498/7 sa vyvetvil so sekvenciou C. picta (KM206176.1.), teda sa urCite jedna o C.
pictu a jedinec 498/6 sa vyvetvil v blizkosti Cacopsylla burckhardti (OK574466.1).

Fylogenetickd analyza dalej ukazala, ze na zaklade aminokyselinovych sekvencii sa do
samostatnej vetve vyvetvili C. pyri, C. pyricola, C. mali, C. coccinea, ale zastupcov C. pruni,
C. affinis, C. melanoneura, C. picta a C. burckhardti nebolo mozné odlisit, ked'ze sa vyvetvili

do druhej rozsiahlej vetvy (obrazok ©6).
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Obrazok 5: Fylogeneticky strom
jedincov meér Cacopsylla
melanoneura a d’al§ich zastupcov
mér zostrojeny na zaklade
Neighbor-Joining analyzy
parcialnych sekvencii COI génu
(MEGA 7.0). Analyzované
sekvencie C. melanoneura sa

vyznacené Cislom izolacie
a fialovou farbou, sekvencie mér
dostupné v databaze GenBank st
oznatené pomocou  accesion
number. Useka zobrazuje 0,05
substiticiu na pozicii, zobrazené

hodnoty bootstrap >70.
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Obrazok 6: Fylogeneticky strom
mér Cacopsylla melanoneura
a d’alsich zastupcov mér
zostrojeny na zaklade parcialne]
aminokyselinovych  sekvencii
COI pomocou Neighbor-Joining
analyzy (MEGA 7.0).
Analyzovani jedinci
C. melanoneura su oznaceni
Cislom izolacie, sekvencie mér
dostupné v databaze GenBank
si oznaCené pomocou accesion
number. Usecka zobrazuje 0,01
substituciu na pozicii, zobrazené

hodnoty bootstrap >70.
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6 DISKUSIA

Meéry zahfiiaji pocetni skupinu patriacu k hmyzu sajuceho rastlinné §tavy. V Europe méry
patriace do rodu Cacopsylla sa zaraduji medzi hlavnych hmyzich skodcov schopnych prenasat
fytoplazmy, obligatne vnutrobunkové baktérie, ktoré kolonizuju floém mnohych druhov rastlin
a sposobuju stovky chordb rastlin na celom svete. Jednym z takych vektorov je aj Cacopsylla
melanoneura, ktord je viacej alebo menej efektivne schopnym prenadSacom fytoplazmy
‘Candidatus Phytoplasma mali’, spdsobujucu proliferaciu jabloni. Ked'ze nie je mozna priama
liecba takychto ochoreni, tak je monitorovanie a kontrola ich vektorov vel'mi ddlezité (Schuler

et al., 2022; Tadeschi et al., 2006).

Experimentalna ¢ast’ bakalarskej prace bola zamerana na analyzu vybraného siboru jedincov
Cacopsylla melanoneura, vektora fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma mali’, ich
bioinformatickl analyzu, zistenie genetickej variability populécii z juznej Moravy. Pricom
neboli zistené signifikantné rozdiely medzi rokmi 2006 a 2022. AvSak vSetci traja jedinci, ktori
sa vyvetvili do samostatnej vetvy pochadzali len z roku 2006. Taktiez bolo zistené, ze sa
analyzované sekvencie mér Cacopsylla melanoneura pochadzajuce z Ceskej republiky vyrazne

neodliSovali od sekvencii mér pochadzajucich z Talianska.

Ziskané sekvencie jedincov mér C. melanoneura sa za pomoci fylogenetickej analyzy oblasti
cytochrom ¢ oxidazy podjednotky I vyvetvili do dvoch hlavnych vetiev, pricom v prvej skupine
je viditelna variabilita génu pre COI, ked’ze sa v tejto skupine vytvorili tri klastre. Podobnu
situaciu popisali aj Oettl er Schlink (2015). AvSak takmer vSetky sekvencie pochadzajuce

z Ceskej republiky a, ktoré boli analyzované, sa vyvetvili do jednej spoloénej vetvy.

Bolo zistené, ze variabilita génu pre COI je pravdepodobne vicsia, kedze dve sekvencie
495/1, 6 pochadzajuce z jedincov povodom z lokality Lednice a jedna sekvencia z jedinca z
Velkych Némcic ziskané z29.5.2006 sa vyrazne odliSovali od ostatnych a vyvetvili sa do
samostatnej vetvy. Tieto sekvencie avSak vykazovali ur€iti podobnost s ostatnymi
sekvenciami zastupcov C. melanoneura a nevykazovali vy$§iu podobnost so znamymi
sekvenciami COI génu zo ziadneho iného druhu rodu Cacopsylla. Avsak stale je otazkou, ¢i sa
jednoznacne jedna o druh C. melanoneura. Na presné overenie by bola potrebna d’alsia analyza
na viacerych génoch. DalSou alternativou moze byt, e sa v ramci druhu C. melanoneura
v Europe vyskytuju dva rozne poddruhy, ¢o by mohlo mat suvislost’ s prenosovymi
schopnostami, kedze v Taliansku je povazovana za hlavného vektora prenasajaceho

fytoplazmu 'Candidatus Phytoplasma mali’ zatial’ ¢o v Nemecku nie je. Aj ked’ sa neda vylucit,
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ze rozhodujuce pre schopnost' alebo neschopnost C. melanoneura infikovat' sa a prenasat
fytoplazmu je dana pritomnostou endosymbiotickych baktérii, najmid rodu Carsonella
a Wolbachia (Schuler et al., 2022). Taktiez by sa mohlo jednat’ o krypticky druh ako v pripade
Cacopsylla pruni, kde tato méra zahriia dve vel'mi odlisné genetické skupiny oznacované ako

skupina A a B (Peccoud et al., 2013).

Meéry je aj pre profesiondlnych entomologov velmi naro¢né od seba odliSit na zaklade
morfologickych znakov, pricom je hlavne problematické identifikovanie samic. Z toho dévodu
modzu byt jedinci chybne identifikovani a nasledne moze dojst’ k nespravnemu priradeniu do
spravneho druhu rodu Cacopsylla. Dany fakt sa potvrdil aj pri dvoch analyzovanych jedincoch.
Samica 498/6 pochadzajica z Lednic vykazovala 99,84% identitu so sekvenciou Cacopsylla
picta asamica 498/7 z Lednic vykazovala identitu 90,79% so sekvenciou Cacopsylla
burckhardti. Pomocou fylogeneticke] analyzy sa jedinec 498/6 vyvetvil do skupiny so
sekvenciou zastupcov Cacopsylla picta. Vzhl'adom k tymto vysledkom je jasné, ze bolo
druhové zaradenie nejasné a nejedna sa o samicu méry Cacopsylla melanoneura ale o méru
Cacopsylla picta. Aviak &o sa tyka jedinca 498/7, tak sa ned4 s ohladom na dizku vetvy
s uritostou povedat, ¢i sa skutocne jedna o jedinca druhu Cacopsylla burckhardti. Na presné
urcenie by bola potrebna d’alSia analyza zalozena na porovnavani s inymi sekvenciami alebo
ziskat' sekvencie z d’al§ich oblasti mitochondridlnej DNA. Skuto¢nost, ze naozaj dochadza
k chybnému identifikovaniu mér a ze molekularna metdda zalozena na analyze cytochrom c
oxidazy podjednotky Ije vhodna na identifikdciu neznamych, ¢i spornych jedincov bolo
v poslednych rokoch opakovane preukazané. Dosvedcuje tomu aj fakt, ze napriklad na zaklade
morfologickej identifikacie doslo k nespravnemu urceniu mér rodu Cacopsylla, kde bol jeden
jedinec (samica) identifikovany ako Cacopsylla pyri a d’alsi jedinec (samica) ako Cacopsylla
breviantennata. Ale za pouzitia metody PCR-RFLP, pri ktorej bola na molekularnu
identifikaciu pouzita oblast’ cytochrém c oxidazy podjednotky I bolo mozné ich reklasifikovat
a zaradit' do spravneho druhu, ked'ze jedinec identifikovany ako Cacopsylla pyri vykazoval
98,6% identitu so sekvenciou Cacopsylla melanoneura a jedinec identifikovany ako Cacopsylla
breviantennata vykazoval 99,7% identitu s Cacopsylla pyri (Oettl et Schlink, 2015). Vyuzitie
sekvencii pristupnych v databazy Genbank aich nespravna morfologicka determinacia je
hlavnym problémom, kedze st vyuzivané v molekularny Studiach. Analyza COI oblasti
umoznila identifikaciu a reklasifikéaciu rady sekvencii z GenBank priradenych k nespravnym

druhom. Napriklad, ze korejské sekvencie Cacopsylla pyricola dostupné v GenBank sa vyrazne
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liSia od europskych jedincov Cacopsylla pyricola, ale nevykazuju ziadnu vyznamnua odli§nost’

od Cacopsylla jukyungi, preto sa jednalo o jedincov tohto druhu méry (Cho e al., 2020).
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7 ZAVER

Meéry patria k drobnému hmyzu a niektoré z nich st povazované za vyznamnych
polnohospodarskych skodcov. Zavaznym problémom ich vyskytu v sadoch je skutocnost’, ze
su vektormi fytopatogénnych organizmov, fytoplaziem, ktoré si schopné sat’ na infikovanych
rastlinach a S§irit ich na zdravé rastliny. Prikladom takéhoto prenaSaca je aj méra
C. melanoneura, ktora je v niektorych krajindch povazovana za vyznamného prenasaCa
fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma mali’, ktord vyvolava ochorenie proliferacie jabloni.
Identifikdcia mér na zaklade morfologickych vlastnosti je velmi naro¢na, pri samickach
niekedy takmer nemozna, a z toho dovodu sa v sicasnej dobe zacinaju na identifikaciu jedincov
pouzivat molekularne metddy zalozené predovSetkym na analyze génu pre cytochrom c
oxidazu, podjednotky I (COI). Tieto metddy cely proces identifikacie ulahcuji a pomahaja

identifikovat’ nezname ¢i sporné jedince.

Experimentalna Cast bakalarskej prace sa zaoberala analyzou vybraného suboru jedincov
C. melanoneura. Boli analyzovani jedinci tychto mér pochadzajucich z 3 lokalit na juznej

Morave, a to Lednice, Velké Némcice a Velké Bilovice, odchytenych v rokoch 2006 a 2022.

Sangerovym sekvenovanim boli ziskané parcialne sekvencie COI génu o dizke 584-658 bp pri
21 jedincoch. Za pouzitia algoritmu BLASTn bolo zistené, ze vacsina sekvencii vykazovala
nizku wvariabilitu a najvyssiu, 99,2-100%, identitu so sekvenciami génu COI zéstupcov
C. melanoneura dostupnymi v GenBank. Traja jedinci vykazovali iba 92% identitu, tato
skutocnost’ bola potvrdena aj pomocou SDT2.0 analyzy. U dvoch jedincov bolo zistené, ze
nenalezia k druhu C. melanoneura, jedna méra 498/6 vykazovala najvacsiu identitu (99,84%)

so sekvenciou C. picta a méra 498/7 (90,79%) so sekvenciou Cacopsylla burckhardti.

Fylogenetickd analyza potvrdila toto zistenie, ked’ze vacsina analyzovanych Ceskych jedincov
sa vyvetvila do jednej vetvy spolocne s dalSimi jedincami C. melanoneura a traja jedinci
vytvorili druhii samostatni vetvu, pricom tito jedinci vykazovali pribuznost s ostatnymi
sekvenciami C. melanoneura. Topologia stromu potvrdila identitu jedinca 498/6, ktory sa

vyvetvil spolocne so zastupcom C. picta a pribuznost’ jedinca 498/7 k C. burckhardti.

Na zaklade vysledkov je mozné usudit, ze molekularna metoda zalozend na analyze COI je
vhodnou metddou na molekularnu identifikaciu a overenie taxonomického zaradenia jedincov

mér rodu Cacopsylla.
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