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Anotace

PODLIPNY, ]. Identifikace genotypii fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma mali’,
ptivodce onemocnéni proliferace jabloné za pouZiti genu imp. Hradec Kralové, 2019.
Bakalarska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci
diplomové prace Markéta Bohunicka. 48 s.

Bakalarskd prace se zabyva genetickou variabilitou fytoplazmy 'Candidatus
Phytoplasma mali' za pouziti genu Imp kdédujictho imunodominantni membranovy
protein. Prace zahrnuje kratké uvodni shrnuti problematiky detekce a vyzkumu
fytoplazem v rostlinach se zamérenim na ovocné dreviny a zejména pak
praktické casti bakaldrské prace je popsani jednotlivych genotypl fytoplazmy
proliferace jabloné na zakladé genu Imp v testovanych rostlindch. Gen byl
amplifikovan z jiZ izolované DNA, ktera byla dodana Vyzkumnym a Slechtitelskym
ustavem ovocnai'skym Holovousy s.r.0 a z osmi odebranych vzorku. Pri praci bylo
zjiSténo, Ze variabilita genu Imp fytoplazmy proliferace jabloné se pohybuje
vrozmezi od 89,7 % do 99,7 %. Pomoci tohoto genu bylo ziskdno celkem 5
riznych genotypti fytoplazmy proliferace jabloné, z nichz jeden byl v ramci Evropy
jiz vyhodnocen jako silné virulentni. Na zakladé symptomu nelze urcit konkrétni
typ fytoplazmy proliferace jabloné, nelze urcit ani zda je strom viibec napadeny.
Vysledky jsou soucasti SirsSitho vyzkumu, probihajictho ve Vyzkumném a
Slechtitelském ustavu ovocnarském Holovousy s.r.o.
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Annotation

PODLIPNY, . Identification of ‘Candidatus Phytoplasma mali' phytoplasma
genotypes, the causal agent of apple proliferation using imp gene. Hradec Kralové,
2019. Bachelor Thesis at Faculty of Science University of Hradec Kralové. Thesis
Supervisor Markéta Bohunicka. 48 s.

This bachelor thesis deals with the genetic variability of phytoplasma 'Candidatus
Phytoplasma mali' using an Imp gene encoding an imunodominant membrane
protein. The work includes a brief introductory summary of phytoplasma
detection and research in plants focusing on fruit trees and mainly on apple trees
(Malus Mill.). The most important point of the practical part of the bachelor thesis
is the description of the individual genotypes of the phytoplasma of apple
proliferation based on the Imp gene in the tested plants. The Imp gene was
amplified from already isolated DNA, which was supplied by the research facility
called Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd. and from
another eight samples. It has been found that the variability of the Imp gene from
'Candidatus Phytoplasma mali' ranges from 89.7% to 99.7%. Using sequence of this
gene, a total of 5 different genotypes of 'Candidatus Phytoplasma mali' were
obtained, one of which was already diagnosed as highly virulent in Europe. Based
on the symptoms, there is no possibility to determine the specific type of
'Candidatus Phytoplasma mali', nor is it possible to determine whether the tree is
attacked at all. The results are part of a broader research conducted at the
Research and Breeding Institute of Pomology Holovousy Ltd.
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Uvod

PredloZena bakalarska prace se zabyva studiem fytoplazmy proliferace jabloné.
Fytoplazma proliferace jabloné je prokaryotni organismus parazitujici v sitkovicich
lyka, ktery je znam jizZ od pocatku minulého stoleti a je rozsiren témeér po celé
Evropé. Jedna se o bakterii bez bunécné stény, ktera se do svého rostlinného
hostitele dostava pomoci hmyziho prenasSece, popripadé vegetativnim mnozenim
rostlin. Bakterie svému hostiteli odebird metabolity a ucpava vodiva pletiva, to
vede kprojevu infekce prostrednictvim rady specifickych i nespecifickych
symptomu. Mezi nejvyraznéjsi specifické symptomy patii metlovitost a zvétSeni
palistl. Fytoplazma proliferace jabloné ma vsak negativni vliv i na plody rostlin.
Plody hostitelskych rostlin jsou vyrazné mensi, leh¢i, maji niz$i obsah cukra a
kyselin a stavaji se tak neprodejnymi. Tato choroba tak zplisobuje znacné
ekonomické skody ve vSech statech Evropy, péstujicich jabloné.

Fytoplazma proliferace jabloné ma na povrchu své bunéfné membrany
imunodominantni membranovy protein, ktery predstavuje vétSinu mezi
povrchovymi proteiny bunéné membrany. Imunodominantni membranovy
protein je v pifimém kontaktu s cytoplazmou hostitelské buriky, jelikoZ se jedna o
bakterii bez bunécné stény. Proto se predpokladd, Ze tento protein hraje
vyznamnou roli v komunikaci mezi bakterii a hostitelem. Imunodominantni
membranovy protein je taky velice variabilni a je tedy idealnim rozliSovacim
znakem jednotlivych genotypt fytoplazem.

Cilem praktické casti bakalarské prace je identifikace ziskanych vzorki fytoplazmy
proliferace jabloné pomoci sekvence nukleotidd genu pro imunodominantni
membranovy protein (Imp), priradit kjednotlivym genotypiim fytoplazmy
proliferace jabloné pozorované priznaky onemocnéni a vyhodnotit jejich
geografickou distribuci. Teoreticka c¢ast prace bude obsahovat vSechny aktualné
dostupné informace tykajici se studované problematiky. Prace je soucasti SirSiho
vyzkumu fytoplazem ovocnych drevin podporeného Ministerstvem zemédélstvi
(projekt QJ1510352).



1 Prehled dosavadnich poznatkii o problematice

1.1 Fytoplazma

Fytoplazmy se fadi do domény Bakterie, kmene Tenericutes, tridy Mollicutes, radu
Acholeplasmatales, Celedi Acholeplasmataceae, rodu Candidatus Phytoplasma a
patii v Evropské unii mezi regulované Skodlivé organismy (Bohunicka et al., 2018).
Tyto patogenni prokaryotické organismy bez bunécné stény parazituji v cévnich
svazcich rostlin, konkrétné v sitkovicich lyka, do kterych se dostavaji
prostrednictvim svého hmyziho prenaSeCe, Zivictho se rostlinnymi Stavami
(Bohunicka et al., 2018). Jejich rozloZeni v téle hostitele neni rovnomérné. Méni se
v zavislosti na okolni teploté, ktera ovliviiuje schopnost fytoplazmy rozmnoZovat
se. Fytoplazmy se 1épe mnoZi pti niZsich teplotach, vysoké letni teploty zpiisobuji
jejich nerovnomérné rozloZeni a niZs$i koncentraci v nadzemnich castech rostliny.
Vzimé je Kkoncentrace fytoplazmy vnadzemnich c¢astech rostliny sniZena
vdisledku stahovani mizy do Kkofenového systému a degradace floému.
Nerovnomérné rozloZeni a koncentrace patogenu v nadzemnich ¢astech rostliny
ma dale vliv na to, jak silné se projevi priznaky infekce na rostliné (Schlesingerova,
2011).

Fytoplazmy zptlisobuji riizna onemocnéni u vice neZ 1000 druhi rostlin (Seemiiller
et Schneider, 2004), kterda mohou vést k poSkozeni rostliny, plodi a nékdy az
k odumreni rostliny. Mezi napadané druhy patfi i ekonomicky velmi vyznamné
potravinaiské plodiny. Vyzkum fytoplazem je vSak mnohem ndarocnéjsi nez u
ostatnich volné Zijicich bakterii, jelikoZ tyto organismy neni mozné kultivovat na
bezbunécénych médiich (Konnerth et al., 2016). Tato vlastnost je nejspis zpiisobena
jejich zvlastnim metabolismem, nebo vyssi zavislosti na hostiteli (Konnerth et al,
2016). Proto jsou tyto patogeny nedostatecné popsany po fyziologické a
biochemické strance.

JelikoZ fytoplazmy postraddaji bunécnou sténu a jsou intracelularnimi parazity,
jejich povrchové proteiny jsou v primém kontaktu s cytoplazmou hostitelskych
bunék (Konnerth et al., 2016). Predpoklada se tedy, Ze tyto proteiny hraji diileZitou
roli v komunikaci mezi parazitem a rostlinou ¢i hmyzim prenasecem. Bylo zjisténo,
Ze vétSinu membranovych proteinli tvoii skupina nazvdna imunodominantni
membranové proteiny (IDPs) (Konnerth et al,, 2016).

1.2 Imunodominantni membranové proteiny (IDPs)

Imunodominantni membranové proteiny jsou hlavni povrchové proteiny vsSech
fytoplazem a jsou vyznamnymi v procesu komunikace patogenu s hostitelem
(Konnerth et al, 2016). Mizeme je rozdélit do tfi skupin: imunodominantni
membranovy protein (Imp), imunodominantni membranovy protein A (IdpA) a
antigenni membranovy protein (Amp). Nékteré fytoplazmy koéduji vice skupin
imunodominantnich membranovych proteini zaroven, napiiklad Western X
disease fytoplazma kéduje Imp i IdpA (Konnerth et al, 2016). I kdyz spolu
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transmembranové ¢asti imunodominantnich membranovych proteind sdili
vyraznou podobnost, jsou vramci kazdé ztéchto tfi skupin vysoce variabilni.
Predpoklada se, Ze tyto proteiny podléhaji silnému selek¢nimu tlaku (Konnerth et
al,, 2016). Je pravdépodobné, Ze proménlivost imunodominantnich membranovych
proteint, ziskana pozitivni selekci, fytoplazmam umoznuje zvyseni jejich virulence,
preZiti v hostiteli nebo lepsi pohyblivosti v téle hostitele (Konnerth et al., 2016).
Velka variabilita je vyuZzivana i pri vstupu patogenu do rostliny. Imunitni systém
rostliny dokadze podle povrchovych proteini bakterii identifikovat a znicit ji
(pokud je jiz dany patogen pro rostlinu zndmy), patogen ji ale prostiednictvim
mutaci v genu Imp, ke kterym dochazi v ramci pozitivni selekce, dokaZe oklamat a
infikovat. Ze vSech povrchovych proteinti podléhaji pozitivni selekci pouze
imunodominantni membranové proteiny. U proteinii Imp a Amp bylo potvrzeno,
Ze vétSina aminokyselinovych mist, ktera jsou hlavnim cilem pozitivni selekce, je

lokalizovana na hydrofilnim extracelularnim konci proteini (Konnerth et al,
2016).

1.2.1 Genomicka organizace

Kazdy z vySe zminénych imunodominantnich membranovych proteint je piitomen
v jiné casti genomu fytoplazmy (Konnerth et al., 2016). Lokalizace gent, kédujicich
Imp, Amp a IdpA v genomu fytoplazmy je zachovana naptic riiznymi kmeny, a to i
v pripadé, Ze kéduji vice nez jeden imunodominantni membranovy protein
(Konnerth etal,, 2016).

1.2.2 Rekombinantni imunodominantni membranové proteiny
Rekombinantni imunodominantni membranové proteiny mohou byt exprimovany
prostiednictvim E. coli. Tyto rekombinantni proteiny mohou byt nasledné vyuzity
kvyrobé protilatek specifickych pro imunodominantni membranové proteiny
(Konnerth et al., 2016). Protilatky mohou slouZit jako specificky nastroj pri studiu
expresnich vzorcli imunodominantnich membranovych proteinti v téle infikované
rostliny (Konnerth et al, 2016). Protilatky byly také vyuZity pro lokalizaci
fytoplazmy pomoci in situ imunofluorescence, imunosorbent elektronové
mikroskopie a zlatem znacenych protilatek (Konnerth et al.,, 2016). Rekombinantni
imunodominantni membranové proteiny jsou také velmi dileZitym nastrojem pro
studium protein - protein interakce pomoci pull-down zkousSek a far-western blot
analyzy (Konnerth et al., 2016).

1.2.3 Struktura proteinti

Jednotlivé typy imunodominantnich membranovych proteinii se od sebe svou
strukturou lehce odliSuji, ale kazdy z nich se skldda z transmembranové oblasti,
kratkého, casto hydrofobniho, N - konce, ktery je intracelularni a velkého
hydrofilntho C - konce, ktery je extracelularni, variabilni a hraje hlavni roli
vinterakci s hostitelem (Seemiiller et Schneider, 2004). Molekularni hmotnost
imunodominantnich membranovych protein se pohybuje mezi 15, 7 az 23 kDa
(Konnerth etal,, 2016).
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Antigenni membranovy protein (Amp) se sklada z velké hydrofilni extracelularni
oblasti obklopené dvéma hydrofobnimi oblastmi blizko u C a N - konc#. Cast C -
konce antigenniho membranového proteinu tvori transmembranovou oblast,
druhd cast je intracelularni. N - konec tvori nejspi§ zacatek sekvence Amp a
v priibéhu ristu bakterie je jeho transmembranova oblast odstipnuta od
extracelularni hydrofilni oblasti (Konnerth et al., 2016).

Imunodominantni membranovy protein A (IdpA) se sklada ze dvou hydrofobnich
oblasti blizko u C a N - koncli a velké centralni hydrofilni oblasti, ktera je
extracelularni, nedochazi u ni kodsStipnuti a je ukotvena k cytoplasmatické
membrané prostrednictvim dvou transmembranovych oblasti. C a N - konce jsou
intracelularni (Konnerth et al., 2016).

Imunodominantni membranovy protein (Imp) se sklada z hydrofobniho N - konce,
jehoZ casti je zanofen do cytoplasmatické membrany a druhou casti je
intracelularni, a hydrofilniho C - konce, ktery je extracelularni (Konnerth et al,,
2016). Tento povrchovy protein je u fytoplazmy proliferace jabloné doposud
jediny identifikovany imunodominantni membranovy protein, a proto byl vybran
pro prezkoumani v ramci mé bakalarské prace.

1.3 Fytoplazma proliferace jabloné ('Candidatus Phytoplasma
mali")

Fytoplazma proliferace jabloné - 'Candidatus Phytoplasma mali' se fadi do 16S5rX
skupiny na zdkladé RFLP sekvence 16S rRNA genu (Zhao et Davis, 2016), spolecné
sdalSimi patogeny drevin 'Candidatus Phytoplasma pyri' a ‘'Candidatus
Phytoplasma prunorum’, zptsobujicich chiadnuti hrusné, respektive evropskou
Zloutenku peckovin (Bohunicka et al., 2018). Sekvence 16S rDNA téchto patogenii
ukazuji, Ze kazdy z nich predstavuje unikdtni mikroorganismus, nicméné jsou si
vysoce fylogeneticky pribuzni (Seemiiller et Schneider, 2004). Navzdjem se lisi
méné nez 2 - 5% pozic nukleotidi 16S rDNA (Seemdiller et Schneider, 2004). Délka
celého genomu 'Candidatus Phytoplasma mali' pak ¢inf 600 - 640 kb a na rozdil od
ostatnich fytoplazem, které maji kruhové chromozomy, ma linearni chromozomy
(Seemiiller et al., 2011).

1.3.1 Proliferace jabloné

Proliferace jabloné je jedna z ekonomicky nejvyznamnéjsich chorob zptisobenych
fytoplazmou v Evropé. Pritomnost proliferace jabloné byla v poslednich
desetiletich potvrzena témér ve vSech statech Evropy (Seemiiller et al, 2011) a
poprvé byla popsana v Italii (Seemiiller et Schneider, 2004). Hlavnimi hostiteli
fytoplazmy proliferace jabloné jsou druhy rodu jablon (Malus Mill.) a projevuje se
Fadou specifickych i nespecifickych symptomid na novych vyhoncich, listech,
plodech a korenech (Seemiiller et al., 2011).
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1.3.2 Symptomy proliferace jabloné

Prvnim pozorovatelnym symptomem je od pozdniho léta az do poloviny listopadu
Cervendni listli, na rozdil od normalniho Zloutnuti. V prvnich mésicich (inor az
brezen) nasledujiciho roku dochazi u napadenych jabloni k tvorbé metlovitosti,
potlacenim apikalni dominance a rlstem normadalné dormantnich axilarnich
pupenti horni ¢asti silnych vyhonkl. Tento symptom patii mezi nejvyraznéjsi. U
slabsich vyhonk, nebo i pozdéji v sezéné se mohou misto metlovitosti objevovat
listové riizice (Seemiiller et al.,, 2011). Dale se mohou u napadenych stromi
vytvaret zvétSené palisty, jejichZ vyraznost je zavisla na odriidé napadené jabloné
(Schlesingerova, 2011).

Mezi specifické symptomy tedy patii metlovitost, tvorba listovych riizic na
vrcholcich vyhonti a zvétSené palisty. Naopak mezi nespecifické piiznaky se fadi jiz
zminéné Cervenani listd, dale sniZena velikost a kvalita plod{i, sniZena vitalita a
rist, predcasné olisténi, chloréza listi, pozdni kveteni, na kmeni se mohou
objevovat nekrézy a korfeny mohou byt nitkovité a zkrdcené (Schlesingerova,
2011). Pravé zminény negativni vliv na velikost a kvalitu plodi je hlavni pri¢inou
velkych ekonomickych ztrat. AZ 80% plodi nemocnych stroml se tak stava
neprodejnymi, jsou o 30 - 60% leh¢i, barva je neuspokojiva a chut nevyrazna
(Seemiiller et al.,, 2011).

Projevy symptomi jsou nepravidelné. VétSina vySe zminénych symptomi se
objevuje hlavné u mladych a nové napadenych stromt v prvnich nékolika letech po
infekci patogenem. Poté rostliny prechazi do latentni faze, ve které je vétSina
specifickych i nespecifickych symptomli potlacena vlivem nerovnomérného
rozloZzeni a nizké koncentrace 'Candidatus Phytoplasma mali'" v nadzemnich
¢astech rostliny. Nedochazi vSak k naprostému uzdraveni, patogen je stale
vrostliné pritomen v kofenovém systému a produkce téchto stromi je zhruba o
40% nizsi (Seemidiller et al., 2011).

Projev infekce je dale zavisly na typu podnoZze, druhu jabloné a lisi se i mezi
kultivary. PodnoZe se silnym korenovym systémem jsou k onemocnéni nachylnéjsi
a citlivéjsi (M4, M11, MM104) neZ podnoZe se slabym korenovym systémem (M9)
(Seemiiller et al., 2011). U kultivart Starking, McIntosh a Jonathan je produkce a
vitalita stromi infekci vyraznéji sniZzena, neZ u kultivart Idared a Spartan
(Seemiiller et al., 2011). Mezi silné vnimavé druhy mlizeme zaradit jablon domaci
(Malus x domestica), pomérné odolny je japonsky druh jablon Sieboldova (Malus

sieboldii) (Schlesingerova, 2011).

Vyvoj symptoml je ovlivnény i samotnou fytoplazmou proliferace jabloné,
respektive virulenci konkrétniho genotypu bakterie (Seemiiller et al.,, 2011).
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1.3.3 Detekce

V pripadé, Ze napadeny strom neprojevuje znamky infekce, respektive nese pouze
nespecifické symptomy, lze pritomnost patogenu ovérit prostrednictvim riznych
dostupnych metod.

Z dostupnych biologickych testli lze vyuZzit roubovani indikatorovych rostlin, jako
jsou napriklad Malus x domestica Kkultivar Golden Delicious nebo Malus x
dawsoniana (Seemiiller et al, 2011). Doporucuje se roubovat koreny, protoZe
v korenové soustavé je koncentrace fytoplazmy nejvyssi a nekolisa zde jako
v nadzemnich ¢astech rostliny (Seemiiller et al.,, 2011). Na jeden test by pak mélo
byt pouzito pét indikatorovych rostlin a pozorovani by méla byt provadéna po
dobu dvou vegetac¢nich obdobi. Roubovani indikatorovych rostlin je vSak velmi
zdlouhava metoda, ktera se vyznacuje nizkou citlivosti (Seemiiller et al.,, 2011).

Potvrzeni pritomnosti fytoplazmy v rostliné je mozné i pomoci mikroskopickych
metod (Schlesingerova, 2011). Elektronova mikroskopie je vSak velmi drah3,
Casové narocna a malo citlivd. V minulosti Castéji pouZivanou mikroskopickou
metodou detekce fytoplazmy byla fluorescen¢ni mikroskopie, jelikoZ umoziiovala
préci s velkym poétem vzorki s uspokojivou citlivosti (Seemiiller et al., 2011). Cast
tkani byla obarvena DNA fluorescen¢nim barvivem 4'-6-diamidino-2-fenylindol
(DAPI) a nasledné mikroskopovana (Seemdiller et al., 2011).

Imunologické detekéni metody (ELISA, imunoblot, histologické aplikace protilatek)
maji priblizné stejnou citlivost jako fluorescen¢ni mikroskopie a ve srovnani s PCR
metodami jsou levnéjsi s moznosti zpracovani vétSiho mnozstvi vzorkd naraz
(Seemiiller et al.,, 2011).

NejvyuZivanéjsi metodou pouZivanou pro detekci fytoplazmy proliferace jabloné je
dnes vSak PCR (Polymerazova retézova reakce). VétSina vyuzivanych primert je
lokalizovdna ve variabilnim regionu 16S/23S rDNA. Pri PCR reakci miZe casto
dochazet kreaktivité vétSiny primerd i s DNA ostatnich fytoplazem z 16SrX
skupiny, kvili jejich blizké pribuznosti. Diferenciace téchto patogenti ale lze
dosahnout pouzitim restrikénich endonukleaz v ramci RFLP analyzy (Seemdiller et
al, 2011). Pro testovani je vyuzivana nested PCR, modifikace PCR, prti které jsou
vyuzity dva pary primerd za uUcelem zvySeni specificity reakce. Prvni par
amplifikuje delsi fragment, ktery poté slouzi jako templat, na ktery naseda druhy
par primert a amplifikuje kratsi fragment. Pii testovani pomoci nested PCR se
mohou objevovat i faleSné pozitivni vysledky. Nested PCR vSak neni nezbytna pro
detekci fytoplazmy proliferace jabloné, detekce je moznda i prostfednictvim real-
time PCR s vyuZzitim ribozomdlnich nebo neribozomalnich primert v kombinaci
s TagMan sondami a SYBER green znaCenim (Seemiiller et al., 2011). Real-time
PCR analyza je sice drazsi neZ klasickd PCR, ale je snazsi, rychlejsi a citlivéjsi
(Seemiiller et al., 2011). Hlavni prednosti real-time PCR je moZnost méieni
akumulace amplifikovaného useku prostfednictvim fluorescen¢niho signalu
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(Torres et al., 2005). Diky tomuto signalu lze ziskat hodnotu Ct (cycle of threshold),
pomoci které miizeme vypocitat i pocet ziskanych molekul. Dal$i vyhodou real-
time PCR je absence post-PCR manipulace, pii které hrozi nebezpeci kontaminace
(Torres etal., 2005).

1.3.4 Ochranna opatfeni

VSechna ochranna opatreni proti fytoplazmé jsou pouze neprima. Fytoplazma
proliferace jabloné je podle zdkona ¢. 326/2004 Sb., o rostlinolékarské péci a o
zméné nékterych souvisejicich zdkont, a vyhlasky ¢. 215/2008 Sb., o opatienich
proti zavlékani a rozsifovani skodlivych organismt rostlin a rostlinnych produktt,
regulovanym Skodlivym organismem, vyskytujicim se v EU a zavaznym pro celé
Spolecenstvi (Schlesingerova, 2011). Sifeni tohoto organismu je tedy na tzemi
Evropské unie zakazano a rostliny pochazejici ze zemi mimo EU, ve kterych se
fytoplazma proliferace jabloné objevuje, tak musi mit rostlinolékaiské osvédceni
pred zahajenim dovozu. MnoZitelské vysadby by mély byt zakladany v oblastech
bez pritomnosti fytoplazmy proliferace jabloné, napriklad u lest, které slouzi jako
bariéra pti naletech hmyzich prenasect. Mnozitelsky materidl ma také zakonem
likvidace nakazenych stromi, které se nasledovné stavaji zdrojem nakazy a
v neposledni fadé je taky velmi vyznamna insekticidni ochrana rostlin v dobé
nalet hmyzich prenasect (Schlesingerova, 2011). V sadech oSetrenych insekticidy
je velikost populace pritomnych prenaSec¢i az o 69% niz$i a tvorena hlavné
dospélci (Safaiova et al, 2016). Slibna je také ochrana prostfednictvim odolnych
podnozi, konkrétné podnozi z Malus sieboldii (Schlesingerova, 2011). U
testovanych rostlin s touto podnozi se neobjevily specifické symptomy a u vétSiny
se vyvinuly normalné velké plody. Stromy v produk¢nich sadech by také mély byt
pravidelné testovany na pritomnost fytoplazmy proliferace jabloné
prostirednictvim PCR testti (Seemdiller et al., 2011).

1.4 Prenaseci

Fytoplazmy se nemohou Sifit semeny hostitelskych rostlin ani jejich pylem
(Schlesingerova, 2011). Nejcastéji tedy dochazi kjejich prenosu lidmi, respektive
roubovanim rostlin, nebo hmyzimi prenaseci (Seemiiller et al., 2011).

1.4.1 Prenos roubovanim

K prenosu fytoplazem dochazi spiSe pfi roubovani, jelikoZ je vyuZita vétsi cast
rostliny neZ pri ockovani, pri kterém se prenasi pouze pupen (Seemiiller et al.,
2011). Nejvyssi pravdépodobnosti prenosu dosdhneme roubovanim kofent, ve
kterych je koncentrace patogenu nejvyssi a nekolisa jako v nadzemnich c¢astech
rostliny, zvlast pokud je rostlina v latentni fazi. MoZny je i prenos fytoplazmy
prostirednictvim kofenovych mostl (Seemdiller et al., 2011).
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1.4.2 Hmyzi prenaseci

Nejdilezitéjsi metodou prirozeného prenosu je pro fytoplazmy pirenos
prostrednictvim hmyzich prenaseci. Hmyz pomoci bodavé savého ustniho ustroji
saje Stavu floému spolecné s fytoplazmou, ktera poté napada riizné tkané uvnitr
téla hmyzu a dal se mnoZi v jeho slinnych Zlazach (Mittelberger et al.,, 2017). Po
urcité dobé (az 80 dni) se nakaZeny hmyz stane infek¢nim a patogen ve slinach

prendsi na dalsi rostlinu, na které se zZivi (Mittelberger et al., 2017).

PrenaSeci jsou zejména zastupci radu polokridli (Hemiptera), konkrétné celedi
Zilnatkoviti (Cixiidae), kriskoviti (Cicadellidae) a meroviti (Psyllidae). Z celedi
zilnatkoviti je prenasecem fytoplazmy zlatého Zloutnuti révy napriklad Zilnatka
vironosna (Hyalesthes obsoletus) zrodu Hyalesthes (Mittelberger et al, 2017).
Z Celedi kriskoviti je krisek trnkovy (Fieberiella  florii) zrodu Fieberiella
v Némecku ob¢asnym prenaSecem fytoplazmy proliferace jabloné (Mittelberger et
al,, 2017). Z merovitych je poté asi nejcastéjSim vektorem fytoplazmy proliferace
jabloné ve stredni Evropé Cacopsylla picta, zastupce rodu mera (Mittelberger et al.,
2017).

1.4.3 C. picta a C. melanoneura, prenaseci 'Candidatus Phytoplasma mali'
Cacopsylla picta a mera Cernozilnd (Cacopsylla melanoneura) jsou hlavnimi
aktivnimi prenaseci fytoplazmy proliferace jabloné v Evropé (Seemiiller et al.,
2011). Nejvétsi schopnost prenosu ztéchto dvou zastupci mer ma C. picta
(Schlesingerova, 2011), kterd je uzce oligofagni (hostiteli mohou byt pribuzné
druhy v ramci jednoho rodu) na rodu Malus, zatimco mera CernoZilna je Siroce
oligofagni azZ polyfagni (hostitelské rostliny nemusi byt blizce pribuzné) (Seemiiller
et al,, 2011). Infekcnost mer je silné ovlivnitelna klimatickymi podminkami, které
maji vliv na jejich reimigraci po zimé, vyvoj larev a migraci novych dospélcl
(Jarausch et al., 2007). Dale je vyznamnym faktorem, ovliviiujicim infek¢nost mer,
mnozstvi kopii DNA fytoplazmy proliferace jabloné v jejich téle. Jedinci schopni
prenosu patogenu do rostliny obsahuji 106 - 108 kopii DNA fytoplazmy proliferace
jabloné (Jarausch et al., 2007).

VySe zminéné mery ve stadiu adulta migruji do vysSich poloh, kde zimuji na
jehlicnanech (Schlesingerova, 2011). Na konci zimy / zacatku jara (bfezen, duben)
C. picta odléta ze svého ukrytu zpét na ovocné stromy, kde se po nakladeni vajicek
tvori nova juvenilni generace, ktera se dale Zivi Stavami floému jabloni (Seemdiiller
et al, 2011). C. melanoneura tento proces podstupuje jesté drive nez C. picta, a to
od konce unora do poloviny brezna. Hlavnim hostitelem mery CernoZilné je vsak
hloh, jeji vyvoj miliZze ale probéhnout i na jablonich, hru$nich a misSpulich
(Schlesingerova, 2011). Novou generaci C. picta miizeme na jablonich pozorovat
vkvétnu a cervnu, na zacatku cCervence odlétd zpét na sva zimoviSté. Mera
cernozilnd se na jablonich vyskytuje v kvétnu a v pribéhu Cervna uZz odléta
zimovat do vysSich poloh. Pritomnost fytoplazmy byla potvrzena i v téle prvnich
reimigrantli jabloni, cozZ znamend, Ze dochazi k retenci patogenu v téle hmyziho
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pirenasece i pies obdobi zimovani (Seemiiller et al.,, 2011). Na vétSiné mist, kde je
problém s vyskytem fytoplazmy proliferace jabloné, se vyskytuji oba tito zastupci
mer (Seemiiller et al, 2011), schopnost mery cernoZilné prenaset fytoplazmu
proliferace jabloné na hostitelské jabloné je vSak ve statech severné od Alp
zanedbatelna (Jarausch et al,, 2007).

Bylo také potvrzeno, Ze infikované samicky C. picta mohou klast jiz infikovana
vajicka, a procento infikovanych potomki se zvysuje s kazdym vyvojovym stadiem
jedince. Nakonec je tedy vice jak 90% adulti F1 (prvni potomci rodi¢ovské
generace) generace infikovanych fytoplazmou proliferace jabloné (Mittelberger et
al,, 2017).
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2 Materialy a metodika

2.1 Material

Dvacet vzorkili, zpracovavanych vlaboratorni c¢asti bakalarské prace, bylo
poskytnuto Vyzkumnym a Slechtitelskym tstavem ovocnarskym Holovousy s.r.o. a
8 vzorkl jsem sbiral spolectné s vedouci mé bakalaiské prace RNDr. Markétou
Bohunickou, Ph.D. Z vzorki VSUO byla jiz izolovina DNA a byly testovany na
pritomnost fytoplazmy proliferace jabloné pomoci real-time PCR analyzy, zbylych
8 vzork jsem izoloval sdm.

V priibéhu mé bakalarské prace byly vyuzity dva kity od firmy GeneAll, Exgene
Plant SV mini a Expin™ Combo GP. Oba tyto kity byly poskytnuty Vyzkumnym a
Slechtitelskym ustavem ovocnarskym Holovousy s.r.o.

2.2 Sbér vzorku

Vzorky byly sbirany ze starych, nebo ptriznakovych stromt. Z kazdého stromu byly
odebrany idealné 4 dvouleté asi 8 cm dlouhé vétvicky, z kazdé svétové strany
jedna. Byly zaznamenany GPS souiadnice kazdého stromu a vzorky byly popsany a
uchovany v chladu do dalsi manipulace (2 dny). Studovany byly vzorky z rtiznych
oblasti Cech, odebrané vletech 2015, 2016 a 2018. Testovano bylo celkem 28
ziskanych vzorkda jabloni.
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Obr. 1: Mapa odbérovych lokalit (Zdroj: mapy.cz). Z nékterych lokalit bylo
odebrano vice vzork (viz Tab. 2).

Tab. 1: Popis bodii v mapé (viz Obr. 1)

Lokalita
Zbésice
Drhovice
u Chynova
u Dolnich Horic
Vysoka Lhota
Pelhrimov
Détkovice
Chlum
Holovousy
Byst
KleCetné
Svatojansky Ujezd
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Tab. 2: Tabulka odbérovych lokalit testovanych vzorki (JHC = Jihocesky kraj; VYS
Vysocina; JHM = Jihomoravsky kraj; HKK = Kralovéhradecky kraj; PAK = Pardubicky kraj; STC

Stredocesky kraj)

Vzorek | Datum sbéru Lokalita Kraj GPS Piresnost
02.12.2015 Zbésice JHC | 49°21'30,32"N; 14°24'55,66"E 10 m
02.12.2015 Zbésice JHC | 49°21'40,59"N; 14°24'38,00"E 15m
02.12.2015 Zbésice JHC | 49°21'41,24"N; 14°24'39,30"E 10m
02.12.2015 Zbésice JHC | 49°21'41,69"N; 14°24'39,17"E 10m
02.12.2015 Drhovice JHC | 49°25'52,19"N; 14°33'08,16"E 5m
02.12.2015 u Chynova JHC | 49°24'30,22"N; 14°49'33,91"E 5m
02.12.2015 u Dolnich Hotic | JHC | 49°25'43,73"N; 14°51'58,99"E 5m
02.12.2015 Vysoka Lhota VYS | 49°25'07,37"N; 15°02'27,79"E 10m
02.12.2015 Vysoka Lhota VYS | 49°25'07,30"N; 15°02'27,46"E 5m
02.12.2015 Pelhiimov VYS | 49°26'29,11"N; 15°12'44,61"E 10m
02.12.2015 Pelhtimov VYS | 49°26'26,81"N; 15°12'45,78"E 5m
22.12.2015 Détkovice JHM | 49°25'10,93"N; 17°04'22,15"E 5m
22.12.2015 Détkovice JHM | 49°25'11,51"N; 17°04'21,35"E 20 m
22.12.2015 Détkovice JHM | 49°25'15,36"N; 17°04'18,89"E 5m
22.12.2015 Détkovice JHM | 49°25'17,98"N; 17°04'16,28"E 5m
22.12.2015 Détkovice JHM | 49°25'13,34"N; 17°04'20,03"E 5m
07.03.2016 Chlum HKK | 50°23'02.83"N; 15°36'12.50"E Z mapy
24.02.2016 Holovousy HKK | 50°22'27.38"N; 15°34'12.01"E Z mapy
24.02.2016 Holovousy HKK | 50°22'27.38"N; 15°34'12.01"E Z mapy
24.02.2016 Holovousy HKK | 50°22'27.38"N; 15°34'12.01"E Z mapy
14.11.2018 Byt PAK | 50°07'44.73"N; 15°54'36.79"E z mapy
14.11.2018 Byt PAK | 50°08'09.94"N; 15°54'39.38"E Z mapy
11.11.2018 Klecetné STC | 50°05'13.52"N; 13°33'40.96"E Z mapy
11.11.2018 Klecetné STC | 50°05'12.59"N; 13°33'40.47"E Z mapy
15.11.2018 | Svatojansky Ujezd | HKK | 50°25'40.39"N; 15°32'28.95"E Z mapy
15.11.2018 | Svatojansky Ujezd | HKK | 50°25'40.79"N; 15°32'27.70"E Z mapy
15.11.2018 | Svatojansky Ujezd | HKK | 50°25'40.71"N; 15°32/28.33"E z mapy
15.11.2018 | Svatojansky Ujezd | HKK | 50°25'40.79”N; 15°32'28.56"E Z mapy

2.3 Pristrojové vybaveni
Vahy - KERN EG220-3NM

Oscila¢ni mlynek Retsch MM 400

Vortex — IKA VORTEX Genius 3

Vyhrivany blok - PCMT Thermoshaker Grant-bio

Mini centrifuga MyFuge

Centrifuga Eppendorf Mini Spin
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Thermo Scientific™ NanoDrop Lite Spectrophotometer
PCR box

Real-time PCR cykler - Rotor-Gene Q

PCR cykler - Biometra TRIO

Lednicka

Mrazak

Mikrovinna trouba

Nadoba gelové elektroforézy MultiSUB Midi-96
Napdjeci zdroj nanoPAC-300 Mini pro gelovou elektroforézu
UV transiluminator - Uvitec BXT-F26.M

Fotoaparat na UV transiluminator - UVIsave HD5

Osmikapilarovy Sangertv sekvenator - 3500 Genetic Analyzer

2.4 Izolace DNA

Izolace DNA byla provadéna zlyka. Vtomto kroku byla izolovdna celkova DNA
zahrnujici DNA rostlinnou, fytoplazmy proliferace jabloné, pripadné i dalSich
organisml pritomnych vodebraném lyku. VSechny centrifugacni kroky byly
provadény pri otackach 13400 RPM.

2.4.1 Potrebné nastroje a reagencie
Skalpelové c¢epelky na jedno pouZiti a skalpelova rukojet

Sterilni kovova Spachtlicka

Sterilni 1,5 ml mikrozkumavky
Sterilni mikrozkumavky se zamkem
Stojanky na mikrozkumavky
Ocelové kulicky o priiméru 5 mm
Suchy led

Spicky s filtrem a bez filtru

Bunicita vata

Dekontaminacni sprej Desprej
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Izolace DNA z lyka odebranych vétvicek byla provedena pomoci kitu Exgene Plant
SV mini. Kit obsahuje soubor pufra (polarni a nepolarni rozpoustédla), SV kolonky
ve sbérnych zkumavkach a kolonky s EzSep filtrem. Produkt se nejprve vaze na
kolonku, ve které se nejdrive promyva a poté se AE pufrem z kolonky vymyje.

2.4.2 Postup izolace DNA

Pomoci sterilniho skalpelu byla nejprve ze vSech vétvicek odstranéna kiira. Poté
bylo seskrabano lyko, co nejrychleji navazeno 100 mg, respektive asi 116 mg lyka
do mikrozkumavek se zamkem (klasicka mikrozkumavka se zobackem na vicku,
ktery slouzi jako zamykaci mechanismus) a kulickou (z nerezové oceli o priméru 5
mm), dale byl kazdy vzorek zamraZen na -80°C pomoci suchého ledu. 16 mg lyka
navic slouZi jako rezerva, protoze pii vyndavani kulicky z mikrozkumavky, ktera
slouzi krozdrceni lyka na prasek, dochazi ke ztratam. Takto pripravené vzorky
byly umistény do namraZenych nastavci, které byly upevnény do ramen
oscila¢cntho mlynku Retsch MM 400, pomoci kterého bylo zmrazené lyko
rozmélnéno na prasek. Z mikrozkumavek byly poté odebrany kulicky a bylo
pridano 400 pl pufru PL a 3 pl roztoku RNasy A (100 mg/ml). Nasledovalo
intenzivni zvortexovani vzorkid. Zvortexované vzorky byly inkubovany 15 minut
pri 65°C ve vyhrivaném bloku a kazdych 5 minut bylo provedeno zvortexovani.
K homogenatu bylo pridano 140 pl pufru PD, vzorky byly zvortexovany a poté
inkubovany 5 minut na ledu. Homogenat byl nasledné prenesen pomoci tenké
kovové Spachtlicky na EzSep filtr a centrifugoval se po dobu 2 minut. Protekly lyzat
(maximalné 420 pl) byl opatrné bez narusSeni pelety prenesen Spickou s filtrem do
nové 1,5 ml mikrozkumavky. K lyzatu byl pridan pufr BD v mnoZstvi 1,5 nasobku
objemu lyzatu a roztok byl okamzité promichan propipetovanim.

Tab. 3: Objemy ziskanych lyzatd a pouzité objemy pufru BD (MB100 - MB107)

Vzorek |Objem lyzatu |Objem pridaného pufru BD
MB100 410 ul 615 pl
MB101 420 ul 630 pl
MB102 400,2 ul 600,3 ul
MB103 420 ul 630 pl
MB104 420 ul 630 pl
MB105 420 ul 630 pl
MB106 420 ul 630 pl
MB107 420 pl 630 ul

700 pl smési bylo preneseno na zelenou SV kolonku se sbérnou zkumavkou. SV
kolonky se poté centrifugovaly 1 minutu. Protekla tekutina se vylila, hrany sbérné
zkumavky byly osuSeny bunicitou vatou a SV kolonka byla opét vsunuta do sbérné
zkumavky. Na SV kolonku byl prenesen zbytek lyzatu a cely proces byl zopakovan.
Poté bylo na SV kolonku pridano 700 pl pufru CW, kolonky se opét centrifugovaly 1
minutu. Protekla tekutina se vylila, hrany sbérné zkumavky byly osuSeny bunicitou
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vatou a SV kolonka byla opét vsunuta do sbérné zkumavky. Na kolonku bylo
napipetovano 300 pl pufru CW a cely proces se opakoval. Po vsunuti kolonky do
osuSené sbérné zkumavky byly kolonky centrifugovany 1 minutu, aby byl pufr CW
z filtru zcela odstranén. Po stoceni byly SV kolonky opatrné vloZeny do Cistych a
popsanych 1,5 ml mikrozkumavek. Na SV kolonku bylo pridano 100 ul pufru AE,
ktery se poté nechal inkubovat po dobu 5 minut pri pokojové teploté. Kolonky,
vloZené v 1,5 ml mikrozkumavkach, byly dale 1 minutu centrifugovany. Nakonec
byly kolonky vyhozeny a produkt zlstal v mikrozkumavce. U kazdého ziskaného
vzorku byla zméfena koncentrace a absorbance pomoci pristroje Thermo
Scientific™ NanoDrop Lite Spectrophotometer, vysledky jsou uvedeny v tabulce
(viz Tab. 4). Absorbance pri 260 nm vyjadruje koncentraci DNA (nejlépe absorbuje
DNA) a absorbance pri 280 nm jeji Cistotu (nejlépe absorbuji bilkoviny). Pomér
téchto dvou hodnot tedy vyjadruje Cistotu ziskaného roztoku (1,8 az 2,0 cisty).

Tab. 4: Koncentrace a absorbance (260/280) z Thermo Scientific™ NanoDrop Lite
Spectrophotometer

Kéd vzorku | Koncentrace DNA ng/ul | Pomér 260/280
MB100 8,1 1,86
MB101 8,7 2,01
MB102 3,7 2,17
MB103 9,2 1,88
MB104 4,3 1,97
MB105 8,1 1,91
MB106 8,2 1,89
MB107 6 1,97

2.5 Real-time PCR analyza

Real-time PCR analyza byla provadéna vlaboratorich Vyzkumného a
Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o. a jelikoZ se jedna o velmi
citlivou a akreditovanou metodu, mohl jsem celému procesu pouze prihlizet.

Vtéto fazi laboratorni prace byly vSechny vzorky testovdny na pritomnost
fytoplazem skupiny 16SrX. Zda jsou nebo nejsou vzorky pozitivni, vyjadiuje
hodnota Ct.

2.5.1 Potiebné nastroje a reagencie
Sterilni 1,5 ml mikrozkumavky

PCR stripy do Rotor-Gene Q
Stojanky na mikrozkumavky, stripy
Filtrované Spicky

PCR voda
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PCR komponenty (PhytoplX PmxII, Chloropl PmxII, gPCR 2x Blue Master Mix)
Dekontaminacni sprej Desprej

2.5.2 Postup real-time PCR

VPCR boxu byl do stojanku pripraven potiebny pocet 0,1 ml stripi vcetné
mikrozkumavek pro NTC (netemplatovana kontrola) a syntetickou pozitivni
kontrolu. Do dvou 1,5 ml mikrozkumavek byly namichany dva PCR mastermixy
podle uvedené tabulky (viz Tab. 5).

Tab. 5: Premix pro real-time PCR

TopBio PmxI Na 1 vzorek
PCR voda 7 ul
PhytoplX nebo Chloropl PmxII 1l

gqPCR 2x Blue Master Mix 10 pl
Celkem 18 ul

Chloropl PmxII se pouZiva pro detekci chloroplastové DNA v ramci interni kontroly
kvality izolované DNA a PhytoplX pro detekci fytoplazem skupiny 16SrX.
Testovany tedy byly vzdy dvé sady stejnych vzorkl zarover, jednou v premixu
s Chloropl PmxII a jednou v premixu s PhytoplX. Do stripli bylo pipetovano 18 pl
mastermixu a mimo PCR box 2 pl DNA testovaného vzorku do prislusné
mikrozkumavky. Po uzavieni vSech mikrozkumavek byly pridany 2 ul syntetické
pozitivni kontroly pro detekci fytoplazmy proliferace jabloné ESFY_Ctrl do
prislusné mikrozkumavky. Pri detekci fytoplazmy zjabloni se pouziva ESFY_Ctrl
pro pripad, Ze by doslo ke kontaminaci vzorkl s templatovou DNA. ESFY_Ctrl je
syntetickd pozitivni kontrola fytoplazmy ESFY (Evropska Zloutenka peckovin).
Stripy se vzorky byly vloZeny do real-time PCR cykleru Rotor-Gene Q a byla
spusténa PCR dle podminek definovanych v tabulce (viz Tab. 6).

Tab. 6: Teplotni a ¢asovy profil real-time PCR reakce. Pri teploté 58°C dochazi ke
Cteni voranZovém kandlu (pro fytoplazmy) a zeleném kanalu (pro interni
kontrolu)

1 cyKlus: 94°C S5min Pocatecni denaturace

50 cyKlt: 94°C 20s Denaturace
58°C 20s Annealing (nasednuti primerti)
72°C  20s Elongace (syntéza DNA)

Po dokoncenti real-time PCR byla ziskana hodnota Ct, pomoci niz lze urcit, zda jsou
vzorky pozitivni na pritomnost fytoplazem skupiny 16SrX (negativni vzorky maji
Ct 236). Hodnota Ct (cycle of threshold) se rovna cyklu, ve kterém amplifika¢ni
kiivka presahla fluorescenéni prah v exponencidlni fazi reakce. Cim diiv
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amplifika¢ni kiivka dosdhne exponencialni faze, tim vic templatu (molekul) bylo ve
vzorku na zacatku reakce.

2.6 Amplifikace genu Imp
Vzorky byly dale ptipraveny na klasickou PCR, ve které byl naamplifikovan gen
Imp.

2.6.1 Poti‘ebné nastroje a reagencie
Sterilni 1,5 ml a 0,2 ml mikrozkumavky

Stojanky na mikrozkumavky
Spicky bez filtru

PCR komponenty (Imp-Pma,py-FO01; Imp-Pma-R02a; Imp-Pma-R02b; PPP master
mix)

PCR voda
Dekontaminacni sprej Desprej

2.6.2 Postup amplifikace genu Imp

VPCR boxu byl nejprve ze zasobnich roztoki primert (100 puM) pripraven
pracovni premix dle uvedené tabulky (viz Tab. 7). Premix obsahoval dva reverzni
primery, protoZe oblast, kam primer nased3, je variabilni. Pfidanim obou variant
reverzniho primeru do reakce byly tyto riizné varianty naamplifikovany.

Tab. 7: Pracovni premix primerd Imp-Pma,py-F01, Imp-Pma-R02a, Imp-Pma-R02b

Imp-Pma,py-F01 5ul

Imp-Pma-R02a 2,5 ul
Imp-Pma-R02b 2,5ul
PCR voda 40 ul
Celkem 50 pl Imp-AP

Poté byl do 1,5 ml mikrozkumavky v PCR boxu ptipraven premix pro samotnou
PCR reakci. Pro reakci byl pouzit PPP master mix, pracovni premix primert a PCR
voda v objemu uvedeném v tabulce (viz Tab. 8).

Tab. 8: Premix pro PCR reakci (amplifikace genu Imp)

SloZzky premixu Na 1 vzorek
PPP master mix 10 pl
Imp-AP 1l

PCR voda 7 ul

Celkem 18 ul

24



Do jednotlivych 0,2 ml mikrozkumavek oznacenych Ccisly, pocita se sjednou
mikrozkumavkou navic pro negativni kontrolu, byl premix rozpipetovan po 18 pl a
mimo PCR box byly pridany 2 ul DNA testovanych vzorkd. Mikrozkumavky byly
zavieny, obsah se promichal a stocil. Vzorky byly vloZeny do PCR cykleru Biometra
TRIO a byla spusténa PCR reakce dle podminek definovanych v tabulce (viz Tab. 9).

Tab. 9: Teplotni a casovy profil PCR reakce (amplifikace genu Imp)
Lid: 99°C Predehrati vicka

1 cyKlus: 95°C  5min Pocate¢ni denaturace
40 cyKlt: 95°C 30s  Denaturace
55°C 30s  Annealing (nasednuti primert)
72°C  30s  Elongace (syntéza DNA)
72°C  5min Finalni elongace
8°C hold  Findalni chlazeni

Po dokonceni PCR reakce byly vzorky ihned zpracovany, nebo byly kratkodobé
uskladnény v lednicce.

2.7 Gelova elektroforéza
Gelova elektroforéza slouzi jako kontrola, pomoci které lze ovérit, zda se
naamplifikoval spravny tisek DNA (poZadovany gen Imp).

2.7.1 Potiebné nastroje a reagencie
Odmeérny valec

Spicky bez filtru

Erlenmeyerova banka

Agaroza

5x TBE pufr

UV vizualizacni €inidlo SafeView
Marker (velikostni standard)

2.7.2 Postup gelové elektroforézy

Nejprve bylo nutné ptipravit pufr 0,5x TBE (pracovni roztok). Byl pripraven 1 1
roztoku smichanim 100 ml pufru 5x TBE, ktery byl poskytnut Vyzkumnym a
Slechtitelskym tustavem ovocnarskym Holovousy s.r.0., s 900 ml vody. Poté bylo
rozvareno potiebné mnozstvi agarozy (1,8 g) v odméreném 0,5x TBE pufru (90 ml)
podle objemu elektroforetické vanicky, tak aby vznikl 2% agar6zovy gel, ktery je
vhodny pro separaci kratkych DNA fragmentl (gen Imp je dlouhy priblizné 399
bp). Po tplném rozvareni v mikrovinné troubé byl gel chlazen pod tekouci vodou,
tak aby bylo moZné kadinku udrZet v ruce bez popdleni. Nakonec bylo do gelu
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ptridano UV vizualiza¢ni ¢inidlo pro DNA SafeView (ABM) v koncentraci 1 pl na 20
ml gelu, v naSem pripadé bylo tedy pouZito 4,5 pl. Ochlazeny gel s UV vizualiza¢nim
Cinidlem byl opatrné nalit do elektroforetické vani¢ky s prichystanymi hrebinky o
pozadovaném poctu zubli. Po ztuhnuti gelu byla odstranéna cela, vyjmuly se
hiebinky a gel byl vloZen do elektroforetické vany naplnéné 0,5x TBE pufrem. Do
jednotlivych jamek byly naneseny naamplifikované vzorky (20 pl) véetné negativni
kontroly (18 pl) a dvou velikostnich standardi. Elektroforéza bézela pii
konstantnim napéti 100 V zhruba 30 minut (béh bylo nutné opticky kontrolovat).
Po rozdéleni vzorki byl vypnut zdroj napéti, gel byl vyjmut z elektroforetické vany
a prenesen na UV prosvétlovac. Na prosviceném gelu byla opticky zkontrolovana
negativni kontrola, gel byl vyfocen a vzorky byly dale zpracovany.

2.8 Purifikace DNA fragmenti z gelu

Purifikaci DNA fragmenti jsme z vyriznutych gelovych blockl ziskali prociStény
naamplifikovany gen Imp, zbaveny agar6zového gelu, vyeluovany do pufru EB.
Vsechny centrifugacni kroky byly provadény pri otackach 13400 RPM.

2.8.1 Potrebné nastroje a reagencie
Skalpelové cepelky na jedno pouZiti a skalpelova rukojet

Sterilni 1,5 ml mikrozkumavky
Spicky bez filtru
Stojanek na mikrozkumavky

Pro izolaci byl pouzit izola¢ni kit Expin™ Combo GP. Kit obsahuje soubor pufri
(polarni a nepolarni rozpoustédla) a SV kolonky ve sbérnych zkumavkach. Produkt
se nejprve vaze na kolonku, ve které se nejdrive promyva a poté se EB pufrem z
kolonky vymyije.

2.8.2 Postup purifikace DNA fragmenta z gelu

Na UV prosvétlovaci byly z gelu pomoci sterilniho skalpelu co nejrychleji vytiznuty
jednotlivé amplikony, které odpovidaly na stupnici markeru (velikostniho
standardu) délce hledaného genu Imp, a vloZzeny do popsanych 1,5 ml
mikrozkumavek. Do kazdé mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl pufru GB.
Vyrtiznuté gelové blocky se nechaly roztat pii pokojové teploté (30 - 60 minut),
nebo se mikrozkumavky vloZily do termobloku vyhiatého na 50°C (5 - 10 minut).
Vzorky byly pribézné kontrolovany a obcas zvortexovany. Po Gplném rozpusténi
blockli bylo priddno 100 pl isopropanolu. Smés (maximalné 700 pl) byla
prepipetovana na SV kolonku ve sbérné zkumavce a centrifugovana 1 minutu.
Protekla tekutina se vylila, hrany sbérné zkumavky byly osuSeny bunicitou vatou a
SV kolonka byla opét vsunuta do sbérné zkumavky. Na SV kolonku bylo piidano
500 pl pufru GB a cely proces se opakoval. Poté bylo na SV kolonku napipetovano
700 pl pufru NW a smés se nechala stat 1 - 5 minut. SV kolonka se nasledovné
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nechala centrifugovat 1 minutu. Protekld tekutina se vylila, hrany sbérné
zkumavky byly osuSeny bunicitou vatou a SV kolonka byla opét vsunuta do sbérné
zkumavky. SV kolonka se opét nechala 1 minutu centrifugovat pri stejnych
otackach, aby se zcela odstranil NW pufr zfiltru. Po stoceni byla SV kolonka
vsunuta do cisté a popsané 1,5 ml mikrozkumavky. Na SV kolonku bylo ptidano 30
- 80 pl pufru EB (podle sily prouzku konkrétniho vzorku na UV prosvétlovaci) a
smés se nechala 1 minutu inkubovat p¥i pokojové teploté. Po 1 minuté se nechala
SV kolonka, vloZena v 1,5 ml mikrozkumavce, centrifugovat 1 minutu. Vyeluovana
DNA byla nasledovné zmrazena v -20°C.

2.9 Sekvenacnireakce

Sekvenace byla provedena Sangerovou metodou v laboratorich Vyzkumného a
Slechtitelského tustavu ovocnarského Holovousy s.r.o. Samotné sekvenaci musi
piredchazet sekvenacni PCR reakce, pri které vznikaji rtizné dlouhé retézce DNA
ukoncené dideoxynukletidem s vazanym fluorescen¢nim barvivem, které odpovida
danému typu nukleotidu. Smés téchto riizné dlouhych sekvenci nukleotidi s
dideoxynukleotidem na jednom z konci byla podrobena sekvenaci, kterd funguje
na principu kapilarni elektroforézy. Doslo tak k separaci rizné dlouhych sekvenci
v ramci jednoho vzorku a ziskani vysledného sekvenogramu.

2.9.1 Potiebné nastroje a reagencie
Sterilni 1,5 ml a 0,2 ml mikrozkumavky

Sterilni Spicky s odstriZenou Spickou
Spicky bez filtru
Stojanek na mikrozkumavky

PCR komponenty (BigDye Terminator RR kit v3.1; BigDye Seq buffer 5x; 5 uM Imp-
Pma-R02b)

PCR voda
SAM Solution
BigDye XTerminator Solution

2.9.2 Postup sekvenacni reakce

Nejprve byl pripraven 5 puM roztok primeru, ktery zacind sekvenci. Do 1,5 ml
mikrozkumavky bylo napipetovano 2,5 pl Imp-Pma-R02b (100 uM primer) a 47,5
ul PCR vody. Do stojanku byl pripraven prislusny pocet 0,2 ml mikrozkumavek
popsanych Cisly. Jako templaty v pripravované sekvenacni PCR reakci slouzily PCR
amplikony preciSténé z gelu. Premix sekvenacni reakce byl namichan dle uvedené
tabulky (viz Tab. 10).
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Tab. 10: Premix pro sekvenacni PCR reakci s 5 uM primerem Imp-Pma-R02b

SloZzKky premixu Na 1 vzorek
BigDye Terminator RR kit v3.1 2l
BigDye Seq buffer 5x 1ul
Primer (5 pM Imp-Pma-R02b) 1l
PCR voda 4 ul
Celkem 8ul

Po rozpipetovani premixu do vSech mikrozkumavek byly do kazdé
mikrozkumavky pridany 2 pl patficného templatu. 0,2 ml mikrozkumavky byly
umistény do termocykleru a byl spuStén program s parametry uvedenymi
v tabulce (viz Tab. 11).

Tab. 11: Teplotni a casovy profil sekvenacni PCR reakce

1 cyKlus: 95°C 5min Pocatecni denaturace
35 cyKklu: 95°C 30s Denaturace
55°C 20's Annealing (nasednuti primerti)

60°C 4min Elongace (syntéza DNA)
8°C hold Finalni chlazeni

DalSim krokem byla purifikace sekvenacni reakce. K sekvenac¢ni reakci bylo
pfidano 45 pl SAM Solution a Spickami s odstfiZenou Spickou 10 pl BigDye
XTerminator Solution. Smés byla vortexovana 30 minut pri priblizné 1200 RPM
(smés musi byt pfi vortexovani homogenni). Smés byla stofena ve stolni
minicentrifuze a nasledovné bylo napipetovano 25 pl vzorku bez XTerminator
partikuli a bublinek na dno sekvenacni desticky. Vzorky byly poté analyzovany na
osmikapilarovém Sangerové sekvenatoru - 3500 Genetic Analyzer.

2.10Fylogeneticky strom

Evolu¢ni analyza byla provedena v programu MEGA X (Kumar et al, 2018).
Evolucni historie byla odvozena pouZitim metody Neighbor-Joining (Saitou et Neij,
1987). Procento replikovanych stromf, ve kterych byly pribuzné taxony sdruzeny
v pribéhu bootstrap testu (1000 opakovani), je zobrazeno vedle kazdé vétve
(Felsenstein, 1985). Délky vétvi fylogenetického stromu odpovidaji evolu¢nim
vzdalenostem, které byly vyuZity k odvozeni fylogenetického stromu. Evolucni
vzdalenosti byly vypocitany pouZzitim poctu rozdili (poctu rozdilnych bazi na
sekvenci) (Nei et Kumar, 2000). Tato analyza =zahrnovala celkem 44
nukleotidovych sekvenci. VSechny nejasné pozice byly odstranény pro kazdy par
sekvenci (pairwise deletion). V kone¢ném souboru dat bylo celkem 310 pozic.
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2.11Variabilita genu Imp

V programu MEGA X (Kumar et al, 2018) byl vytvoren distance matrix (p-
distance). Pairwise distance (p-distance) vyjadiuje pomér mezi po¢tem vSech bazi
a poctem téch, které se lisi. Tento pomér je nasledné vynasoben stem (preveden na

vV

variabilitu genu Imp v ramci analyzovanych vzorki.
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3 Vysledky

Cilem laboratorni casti bakaldfské prace byla identifikace genotypi kment
fytoplazmy proliferace jabloné v CR na zakladé studia variability genu pro
imunodominantni membranovy protein.

3.1 Detekce fytoplazem 16SrX skupiny

Fytoplazmy byly identifikovany akreditovanou metodou s vyuzitim real-time PCR.
Pomoci aplikace Rotor-Gene Q Series Software bylo, po dokoné¢eni PCR béhu,
analyzovano celkem 28 vzorkli. Vyhodnoceni bylo dale provedeno odectenim
hodnoty Ct v oranZovém kandlu pro detekci fytoplazem a v zeleném kandalu pro
interni kontrolu kvality. Pro vyhodnoceni vSech real-time PCR béht v aplikaci
Rotor-Gene Q Series Software byly pouzity niZe uvedené parametry (viz Tab. 12).

Tab. 12: Pouzité parametry pro analyzu dat real-time PCR

Dynamic tube: ANO
Slope correct: ANO
Threshold: 0,01

Pribéh real-time PCR byl zaznamendn v podobé grafu, ve kterém kazda kiivka
urcité barvy znazornuje konkrétni vzorek. Vzorky byly testovany v laboratorich
Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy s.r.o. spolec¢né
s dal$imi vzorky VSUO. Proto je priibéh real-time PCR 28 testovanych vzork
zaznamenan do Ctyt raznych béh, které jsou uvedeny nize.

. .
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Obr. 2: Graf real-time PCR béhu ¢. 1 snastavenymi parametry (Osa X = pocet
odbéhnutych cykld, Osa Y = logaritmus fluorescence)
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Obr. 3: Graf real-time PCR béhu ¢ 2 snastavenymi parametry (Osa X = pocet
odbéhnutych cykli, Osa Y = logaritmus fluorescence)
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Obr. 4: Graf real-time PCR béhu ¢ 3 snastavenymi parametry (Osa X = pocet
odbéhnutych cykll, Osa Y = logaritmus fluorescence)
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Obr. 5: Graf real-time PCR béhu ¢. 4 snastavenymi parametry (Osa X = pocet
odbéhnutych cykll, Osa Y = logaritmus fluorescence)

Po dokonceni real-time PCR analyzy (po aplikaci parametrd dle Tab. 12) byla
ziskana hodnota Ct pro kazdy z testovanych vzorki (viz Tab. 13). Z 28 testovanych
vzorkil byl jeden (AB298) negativni.
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Tab. 13: Hodnoty Ct vSech testovanych vzorki. Silné pozitivni Ct<20,99 (+++);
pozitivni Ct 21 - 29,99 (++); slabé pozitivni Ct 30 - 32,9 (+); potencialné pozitivni
Ct 32,91 - 35,99 (PP); negativni Ct=36 (-). (NT = netestovano, nekvalitni sekvence; AP-B1
az AP-B4 a AP-A3 = ziskané genotypy v ramci této prace, popsany dale)

Bod namapé |Vzorek| Ct |Kategorie Vétev
AB282 | 23,91 ++ AP-B1
AB285 | 31,35 + AP-B4
AB287 | 17,06 +++ AP-B1
AB288 | 17,02 +++ AP-B1
AB289 | 31,01 + NT
AB290 | 19,11 +++ AP-A3
AB291 | 19,37 +++ AP-B1
AB292 | 16,34 +++ AP-B1
AB293 | 15,56 +++ AP-A3
AB294 | 16,2 +++ AP-B4
AB295 | 17,14 +++ AP-B1
AB298 - - NT
AB299 | 15,9 +++ AP-B3
AB300 | 27,41 ++ AP-B3
AB301 | 28,03 ++ AP-B3
AB302 | 29,72 ++ AP-B3
AB545 | 21,08 ++ AP-B2 + AP-A3
AB544 | 18,15 +++ AP-B1
AB546 | 20,95 +++ AP-B1
AB547 | 21,84 ++ AP-B1
MB100 | 15,73 +++ AP-B1
MB101 | 16,1 +++ AP-B2
MB102 | 28,64 ++ AP-B1
MB103 | 13,1 +4++ AP-B1
MB104 | 27,67 ++ AP-B1
MB105| 17,8 +++ AP-B2
MB106 | 15,59 +++ AP-B4
MB107 | 31,74 + NT
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3.2 Gelova elektroforéza

Prostiednictvim gelové elektroforézy bylo ovéfeno, zda doslo kamplifikaci
poZadovaného useku DNA fytoplazmy proliferace jabloné (genu Imp). Délka
amplifikované oblasti ¢inila priblizné 399 bp. Negativni kontrola slouzi k ovérent,
zda pti praci nedoslo k pripadné kontaminaci vzorki (viz Obr. 6, Obr. 7, Obr. 8).
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Obr. 6: Amplifikovany gen pro imunodominantni protein fytoplazmy proliferace

jabloné (gel ¢. 1). 20 ul PCR produktu, 2% gel, 100 V, 30 min. (L = 100 bp marker,
silnéjsi prouzky pro 500 bp a 1000 bp; neg. = negativni kontrola)

AB289
AB290
AB291
AB292
AB293
AB294

neg.

N

Obr. 7: Amplifikovany gen pro imunodominantni protein fytoplazmy proliferace

jabloné (gel ¢. 2). 18 ul PCR produktu, 2% gel, 100 V, 30 min. (L = 100 bp marker,
silnéjsi prouzky pro 500 bp a 1000 bp; neg. = negativni kontrola)
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Obr. 8: Amplifikovany gen pro imunodominantni protein fytoplazmy proliferace

jabloné (gel ¢. 3). 14,5 pl PCR produktu, 2% gel, 100 V, 30 min. (L = 100 bp marker,
silnéjsi prouzky pro 500 bp a 1000 bp; neg. = negativni kontrola)

Gelova elektroforéza potvrdila, Ze gen pro imunodominantni protein byl ispésné
naamplifikovdn u vSech testovanych vzorkl, kromé vzorkii AB289 a AB298.
Vzorek AB298 byl jiz pri real-time PCR analyze vyhodnocen jako negativni na
pritomnost fytoplazmy, stejny vysledek se tedy dal predpokladat i po amplifikaci
genu pro imunodominantni protein. Vzorek AB289 byl slabé pozitivni (dle hodnoty
Ct 31,01), k amplifikaci hledaného genu pravdépodobné z tohoto diivodu nedoslo.

3.3 Analyza sekvenci

Ziskané sekvence byly zkontrolovany a nejasné pozice (chybné automatické
vyhodnoceni baze) upraveny v programu Chromas 2.6.6. Dale byl ze vSech
sekvenci vytvoren alignment, do kterého byly pridany dalSi vzorky AP, PD a ESFY,
dostupné z databaze GenBank. Kazda ziskana sekvence byla porovnana v BLASTu
s ostatnimi dostupnymi sekvencemi a do alignmentu byly pridany vSechny 100%
shodné vzorky reprezentujici vzdy odliSné misto ptivodu. Alignment (viz niZe) byl
vytvoren ze sekvenci (celkem 44) o délce 310 bp.

10 20 30 40 50 60 70
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MG972422 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MF489207 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB104 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB103 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB102 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB100 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB547 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB546 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB544 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB295 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB292 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB291 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB288 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB287 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB282 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
FN600730 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB545b tgctttagttttatatttaATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB101 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MB105 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
FN658475 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MG972427 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MF489199 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB299 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
MG972423 AP TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB300 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
AB301 TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
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TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCAAAAAGTAAA
tgctttagttttatatttaATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAARA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAAA
TGCTTTAGTTTTATATTTAATTTTAGCTTGGTCTATTAGTTTCTGGCCTTTTTC ATCACAAAGTAARA
TGTCTTAATTTTAATTATAGTTTAGGCTTGGTCTATGAGTTTTTGGCCTTTC GGAATAGACGAA

TGTTTTAGTTTTATATTTTGTTTTAGCTTGGTCTATGAGTTTTTGGCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAA

80 90 110 120 130 140
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CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACCGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT
CAACAAATTTTTACTGATGAATTTAGCAAAATAACATTTGACACTGAAGTAGCAGAAACAAATGCCATTT

100

CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT
CAAGAAATTTTT GATGATCTTAGCAAAATAACATTTGAAAATGAAGTAGCAGAAACAAATACCATTT

CAAAAAGTTTATGACAATGACCTTA
CAAGAAATTTTTTCAAATGAGTTGA

AAATAACATTTACAGATAAAGATGCAGAAGTAAATAGCATTT
ATTTAACATT AGATTCAAATTCATTAGGAGACAATGTTT

150
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TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
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TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA
TTAATAAAACACTACCAGCTGATAGAATCAAATATTTTAAAGAAGATTTTATGGCTAAAAAAGTTAATAA

TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
TTAGTAAAACAG CAACTGAGAGA AAAAAATTTAAAGAAGAATTTATAGATAAAAAAGTTAATAA
ATGAAAAAACAAAAGAATCAGAAAGAAAACAAGTATTAAAAGATAGA GTAACTAGCAAAGTTGAAGA
TTACAAAAGTTGTTG CAGAAAGAAAAAAAAATTTACAAGAACAA GTAACTAAAAAAGTTGAATC
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ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATT.
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
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ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATGGGCTGATCAATTAA
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA
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TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TTGAACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAAAAGCATCTTTT
TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
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Vzorek MB107 byl zalignmentu vyrazen. NejspiS zde doSlo ke kontaminaci,
sekvence MB107 tak byla nekvalitni a nebylo moZné ji porovnat s ostatnimi.
Vzorek AB545 obsahoval dvé riizné sekvence genu pro imunodominantni protein
fytoplazmy proliferace jabloné. Vzorek tedy dal zpracoval RNDr. Radek Cmejla,
Ph.D. z Vyzkumného a slechtitelského ustavu ovocnaiského Holovousy s.r.o. a byly
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ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
ATTGGTCGAATTGGCTAATAAATTAA TAACACCAAAAATTACTGAAGGCGATAAAACAACATCTTAT
TTTTGTAAAAGCTGCAAAAAAATTAAAACCAAACACAGAACCTAAAGAAGAAGATAAAAAAACATCTTTT
ATTTATAACATCTGCTAACAAATTA TTAACAACAGAACCTGATGCACAAGATAAAAAAACCATGTTT

290 300 310
L e P I
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAARATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAARAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAARATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAARATT
GATTTAGCCTTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTTAGCCGTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
GATTCAGCCCTTGAATCATTGGGAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATTCAGCCGTTGAATCATTGAAAAAAATT
AATGCAGCTAAAACAGCACTTGAAGAAATT
AACCAAGCAAAAGAATCATTAGGGAAAATT

dale analyzovany dvé nové sekvence AB545a a AB545b.
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3.3.1 Variabilita genu Imp

Tab. 14: Distance matrix (p-distance) geni Imp analyzovanych vzorka

AP-B1

AP-B2

0,0033

AP-B3

0,0033

0,0066

AP-B4

0,0066

0,0099

0,0066

AP-A3

0,1017

0,1017

0,0983

0,0983

PD

0,3627

0,3593

0,3627

0,3593

0,3217

ESFY

0,3402

0,3402

0,3402

0,3402

0,3014

0,3045

Variabilita genu Imp analyzovanych vzorkt se pohybovala v rozmezi od 89,8 % do

99,7 % (viz Tab. 14).

3.3.2 Fylogeneticky strom

Z vyse sestrojeného alignmentu byl vytvoren fylogeneticky strom (viz Obr. 9).
Vzorky PD a ESFY, z databaze GenBank, byly do fylogenetického stromu zahrnuty,
aby byla patrna geneticka diferenciace v ramci 16SrX skupiny rodu Candidatus

Phytoplasma.
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3.3.3 Geografické rozsireni

Dle vygenerovaného fylogenetického stromu bylo celkem 44 sekvenci genu Imp
rozdéleno do sedmi samostatnych vyvojovych vétvi. Mezi péti vyvojovymi vétvemi
prislusSejicimi k AP je velmi nizky pocet zmén, nejodliSnéjsi jsou od vétSiny
sekvenci vzorky AB290, AB293 a AB545a, které se od ostatnich lisi celkem v 39
pozicich nukleotidovych bazi (genotyp AP-A3). V celkovém souboru zpracovanych
vzorkl byla tedy zjiSténa velmi nizkd mezidruhova diverzita v ramci 'Candidatus
Phytoplasma mali' rodu Candidatus Phytoplasma. Ziskané genotypy fytoplazmy
proliferace jabloné byly taky zaznamendny v dalSich minimalné osmi statech
Evropy (Slovinsko, Chorvatsko, Francie, Rakousko, Némecko, Italie, Bélorusko a
Rumunsko) (viz Obr. 9). Jednotlivé genotypy byly oznaceny kdédem v souladu
s predchozimi studiemi (Bohunicka et al. 2018) a probihajicim Sir§Sim vyzkumem
genu Imp u 'Candidatus Phytoplasma mali' na VSUO.

Vétev AP-B1 zahrnuje vzorky odebrané v oblasti Jiznich Cech, Zapadni Moravy,
Vychodnich Cech a Stiednich Cech (viz Tab. 2). Identicky genotyp byl podle
databaze GenBank zaznamenan také ve Slovinsku, Chorvatsku, Francii, Rakousku,
Némecku a Itdlii (viz Obr. 9). Tento genotyp zahrnuje velkou Cast testovanych
vzorki fytoplazmy proliferace jabloné (13).

Vétev AP-B2 obsahuje vzorky AB545b, MB101 a MB105, a to z oblasti Vychodnich
Cech (viz Tab. 2). Sekvence vzorki je shodna s genotypem fytoplazmy proliferace
jabloné zaznamenanym v Némecku, Slovinsku a Chorvatsku (viz Obr. 9). Tento
genotyp fytoplazmy proliferace jabloné se od genotypu vyvojové vétve AP-B1 lisi
pouze jednou nukleotidovou bazi.

Vétev AP-B3 fylogenetického stromu zahrnuje ¢tyti vzorky (AB299 - AB302), které
byly odebrany v oblasti JiZni Moravy (viz Tab. 2). TotoZny genotyp byl zaznamenan
také ve Slovinsku, Bélorusku a Rumunsku (viz Obr. 9).

Vétev AP-B4 zahrnuje vzorky odebrané v oblasti Jiznich Cech, Zapadni Moravy a
Vychodnich Cech (viz Tab. 2). Genotyp se shoduje se sekvencemi vzorki
z Béloruska, Italie, Némecka a Slovinska (viz Obr. 9).

vvvvvv

odebrany v oblasti Jiznich Cech, Zapadni Moravy a Vychodnich Cech (viz Tab. 2).
TotoZny genotyp byl ddle zaznamenan v Chorvatsku, Bélorusku, Némecku a Francii
(viz Obr. 9).

3.3.4 Priznaky onemocnéni

Genotyp vétve AP-B1 fylogenetického stromu zplisoboval proliferaci jabloné, ktera
se u hostitelskych stromi projevovala vétSinou asymptomaticky, pouze v jednom
ptipadé (viz Tab. 15) zplsobovala vyraznou metlovitost a zvétSeni palisti.
Genotyp vétve AP-B2 zpilsoboval u napadenych stromli mirnou metlovitost.
Genotyp vétve AP-B3 se projevoval opét vétSinou asymptomaticky, pouze vzorek
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AB299 zpiisoboval silnou metlovitost na obrostu kmene i koruné stromu. Genotyp
vétve AP-B4 se vyskytoval u stromid vyznacujicich se vyraznou metlovitosti,
zakrslym vzristem a malymi plody. Vzorek AB285 stejného genotypu se ale
projevoval asymptomaticky. Genotyp vétve AP-A3 se u vSech hostiteli projevoval
silnou ¢i slabou metlovitosti na obrostu kmene i v koruné stromu.

Tab. 15: Symptomy jednotlivych genotypi fytoplazmy proliferace jabloné

Vétev Vzorek Symptomy

AB282 | bez symptomi

mirné naznaceni metlovitosti na
AB287 | obrostu kmene

AB288 | mirna metlovitost na obrostu kmene

AB291 | bez symptomi

AB292 | bez symptomi

AB295 | bez symptomi

AP-B1 o, )
AB544 | mirni metlovitost na obrostu kmene

AB546 | bez symptomi

AB547 | bez symptomi

MB100 |bez symptomi

MB102 | bez symptomi

MB103 | bez symptomi, malé plody

MB104 | vyrazna metlovitost, palisty

AB545b | metlovitost na obrostu kmene
AP-BZ | MB101 |nemocny strom (houbové infekce)

MB105 | mirna metlovitost, malé plody

vyrazna metlovitost na obrostu kmene
AB299 |ivkoruné

AP-B3 AB300 | bez symptoml
AB301 |bez symptomi

AB302 |bez symptomi

AB285 |bez symptomi

AP-B4 vyrazna metlovitost na obrostuiv
AB294 | koruné, zakrsly riist stromu

MB106 |bez vyraznych piiznaki, malé plody

AB290 | metly na obrostu a v koruné

AP-A3 AB293 | mirna metlovitost na obrostu kmene

AB545a | metlovitost na obrostu kmene
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4 Diskuze

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na identifikaci ziskanych vzork fytoplazmy
proliferace jabloné, testovanych metodou real-time PCR, pomoci genu pro
imunodominantni membranovy protein (Imp). Gen Imp byl vybran pro identifikaci
jednotlivych genotypl této fytoplazmy, protoZe jiz v predeslych studiich byla
zaznamenana vysoka variabilita vramci sekvence nukleotidli tohoto genu. Ve
srovnani s ostatnimi markery, mezi které patii geny aceF, pnp a secY, vykazoval
gen Imp nejvyssi variabilitu s podobnosti sekvenci vSech genotypl v rozmezi od
85,7 % do 99,8 %. U ostatnich se tato hodnota pohybovala vzdy nad 98 %
(Dermastia et al., 2018). V ramci mé prace vsak byla zaznamendana variabilita genu
Imp u ‘Candidatus Phytoplasma mali‘ 89,8 % - 99,7 % (viz Tab. 14), coz je nizsi
variabilita neZ ta, kterd byla zaznamendna v ramci vyzkumu probihajiciho ve
Slovinsku (Dermastia et al,, 2018). To mohlo byt zptsobeno tim, Ze vramci mé
prace bylo zaznamenano pouze 5 riznych genotypl. V ramci studie ve Slovinsku
srovnani s variabilitou genu Imp fytoplazmy chradnuti hru$né (Bohunicka et al.,
2018) je gen Imp fytoplazmy proliferace jabloné méné variabilni. Vzhledem
k funkci genu Imp je ale pravdépodobné stile nejlepSim markerem pro odliSeni
riznych genotypt fytoplazmy.

Dal$im ukolem byl popis geografického rozsifeni kaZzdého ze zachycenych
genotypt fytoplazmy proliferace jabloné vramci Evropy. K26 analyzovanym
pozitivnim vzorkim, jejichZ geografické rozsieni bylo popsano v Ceské republice,
byly dale pridany vSechny dostupné identické sekvence z databaze GenBank (za
kazdy stat jedna). Sestaveny fylogeneticky strom tak zahrnuje 5 dobfe
podporenych vétvi predstavujicich jednotlivé genotypy (B1-4 + A3) (viz Obr. 9).

Vyvojova vétev AP-B1 fylogenetického stromu zahrnuje u nas nejrozsirenéjsi
genotyp fytoplazmy proliferace jabloné. Stejné je tomu tak i ve Slovinsku, Francii,
Rakousku, Némecku a Italii (Dermastia et al, 2018), kde byl totoZny genotyp
vyhodnocen jako nejcastéji se vyskytujici. Vramci této prace bylo zaznamenano
celkem 13 vzorkli shodnych s genotypem MG972422 (vyvojova vétev AP-B1)
z celkem 26 identifikovanych pozitivnich vzorkid. Ostatni vzorky, které byly
zatazeny do vyvojovych vétvi AP-B2, AP-B3 a AP-B4 se od genotypu vétve AP-B1
liS{ pouze vramci 1 aZ 2 pozic nukleotidovych bazi. Vétev AP-A3 ma genotyp od
vétve AP-B1 odliSny celkem v 39 pozicich nukleotidovych bazi z celkové
zpracovavané délky sekvenci 310 bp. Vyvojova vétev AP-A3 obsahuje vzorky
shodné s genotypem fytoplazmy proliferace jabloné (FN658476) zaznamenanym
v Némecku, kde byl tento genotyp vyhodnocen jako silné virulentni (Seemdiiller et
al,, 2010). Stromy, testované v ramci této bakalarské prace, ze kterych byl genotyp
vétve AP-A3 ziskan, byly vzdy priznakové. Pfitomnost patogenu se u testovanych
stromi projevovala metlovitosti a dle hodnot Ct byly vzorky vyhodnoceny jako
silné pozitivni, nebo pozitivni (viz Tab. 13). Stejnymi symptomy, kterymi se
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projevoval genotyp fytoplazmy proliferace jabloné vétve AP-A3, se ale vyznacoval
vZdy alespon jeden vzorek i zostatnich vyvojovych vétvi (viz Tab. 15). Podle
pozorovatelnych symptomé tak neni moZné urcit, o jaky genotyp fytoplazmy
proliferace jabloné jde, ani zda je strom viibec patogenem napaden. Naptiklad po
nékolikaletém pozorovani a testovani stroml nakaZenych genotypy fytoplazmy
proliferace jabloné z Némecka a Francie bylo zjiSténo, Ze stromy napadené slabé
virulentnimi genotypy fytoplazmy proliferace jabloné se jevi jako naprosto zdravi
jedinci, jen obcas se objevovaly zvétSené palisty (Seemdiller et al., 2010). VSechny
vzorky, analyzované vramci této prace, vsak byly ze stromli odebirdny mimo
vegetalni sezonu, kdy se na nich objevuje minimum pozorovatelnych ptiznakt (viz
Tab. 2), jelikoZ se patogen nachazi zejména v korenové soustavé stromu. Proto
nelze dle pozorovanych symptomi (viz Tab. 15) popsat jednotlivé ziskané
genotypy. Ze sestrojenych tabulek (viz Tab. 13, Tab. 15) je také zrejmé, Ze mira
pozitivity vzorkil (hodnota Ct) nijak nekoreluje s virulenci genotypu ¢i symptomy u
napadenych stromd.

Zajimavy je také vyskyt dvou rtiznych genotypt (AB545a, AB545b) v ramci vzorku
AB545 (jedna rostlina). RozliSeni téchto dvou riiznych sekvenci bylo moZné,
protoZe se jednalo o dvé zietelné odliSné sekvence. Mohlo se tedy stat, Ze i ostatni
vzorky obsahovaly vice odliSnych sekvenci genu Imp vramci jednoho vzorku,
pouze je program, nebo ja opravil dle silnéjstho (vyraznéjsiho) piku
chromatogramu. Pro ovéreni této hypotézy by bylo potfeba pouZit metodu
klonovani (zaklonovani amplikonti do E. coli). Osekvenovanim ziskanych kolonii by
se tato hypotéza dala ovérit.

Z popisu geografického rozsireni jednotlivych ziskanych genotypl vyplyva, ze
roz$ifeni vSech genotypt je pribliZzné stejné. Pouze genotypy vyvojovych vétvi AP-
B3, AP-B4 a AP-A3 byly zachyceny i v chladnéjsich oblastech Evropy (viz Obr. 9).
Genotyp vétve AP-B3 fylogenetického stromu byl zachycen vramci Ceské
republiky pouze v Jihomoravském kraji v okoli obce Détkovice (viz Tab. 2, Tab. 13).
Aredl vyskytu tohoto genotypu tak miiZze byt omezen pouze na oblast Vychodni
Evropy, nebot zjinych oblasti vtuto chvili shodny genotyp nebyl zaznamenan.
Vyskyt jednoho genotypu na vice stromech ve stejné lokalité by také mohl byt
rozsitit i na ostatni jabloné v blizkém okoli. Pozoruhodny je také vyskyt tfi rliznych
genotypiti odebranych ze tf{ stromi v ramci jedné lokality (Svatojansky Ujezd) (viz
Tab. 13) vzdalenych od sebe pouze par metri. To mohlo byt zplisobeno rozdilnym
starim stromi, zavlecenim jiz nakazeného stromu z jiné lokality, poptipadé migraci
hmyziho prenasece zodliSnych oblasti, nebo roubovanim jiZ napadeného
rostlinného materialu.

Ziskany fylogeneticky strom je shodny se strukturou (tj. byly identifikovany stejné
skupiny genotypii) fylogenetického stromu sestaveného na zakladé sekvenci genu
Imp fytoplazmy proliferace jabloné ve Slovinsku (Dermastia et al, 2018) i
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s fylogenetickym stromem vytvorenym ze sekvenci dostupnych z databaze
GenBank v roce 2018 (Bohunicka et al., 2018). Fylogeneticky strom vytvoreny ze
sekvenci dostupnych z databaze GenBank se lisi pouze v pozici genotypu vétve AP-
B2, ktery je zde prifazen kvétvi AP-B1, coz mohlo byt zpiisobeno pouZzitim
odliSnych parametrii pri vytvareni fylogenetického stromu (lisi se pouze v ramci
jedné pozice nukleotidové baze). Novy fylogeneticky strom byl srovnan také
s fylogenetickym stromem pro 'Candidatus Phytoplasma pyri' (Bohunicka et al,,
2018), ve kterém byla zaznamenana vysoka mezidruhova diverzita (17 genotypt,
z toho 3 genotypy PD jsou dokonce evoluc¢né blizsi AP), a fylogenetickym stromem
pro 'Candidatus Phytoplasma prunorum' (Valasevich et Schneider, 2016), které
patfi do stejné skupiny (16SrX) v ramci rodu Candidatus Phytoplasma. Nové
vytvoreny fylogeneticky strom byl po srovnani vyhodnocen jako silné homogenni
s nizkou mezidruhovou diverzitou, stejné jako fylogeneticky strom 'Candidatus
Phytoplasma prunorum' (Valasevich et Schneider, 2016).
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5 Zavér

Vramci této bakalairské prace jsem se zabyval studiem fytoplazmy proliferace
jabloné ('Candidatus Phytoplasma mali'), respektive variabilitou genu Imp. V prvni
casti prace byla sepsana reSerSe na dané téma a v praktické casti byla izolovana a
sekvenovana Cast genomu fytoplazmy proliferace jabloné obsahujici gen Imp.
Sekvence byly dale zkontrolovany a ze vSech pozitivnich vzorkd, véetné vSech v tu
dobu dostupnych z databaze GenBank, byl vytvoren alignment. Alignment byl
nasledné pouzit k vytvoreni fylogenetického stromu, prostrednictvim kterého byla
vyjadirena mezidruhova variabilita fytoplazmy proliferace jabloné a evolu¢ni vztah
vici ostatnim ¢lentim skupiny 16SrX. Dale byl fylogeneticky strom pouZit k popisu
geografického rozsireni jednotlivych ziskanych genotypfi, ke kterym byly sepsany
vSechny pozorované symptomy analyzovanych genotypt proliferace jabloné.

JelikoZ jsem vsak pracoval jen s malym mnozstvim vzorkd, neni mozZné ze
ziskanych vysledkii vyvozovat néjaké dalekosahlé zavéry. Vsouboru mnou
zaznamenanych genotypi se neobjevuje zadny viditelny trend. V rdmci rozsahlejsi
studie by se vSak néco zjistit mohlo a soucasti takové studie, pokud vznikne
vramci projektu Vyzkumného a Slechtitelského ustavu ovocnarského Holovousy
s.r.o., budou i data ziskana v této praci.
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