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1. Uvod

Jabloné a hrusné patii mezi nejpéstovanéjsi ovocné dfeviny v Ceské republice. U
nas je péstovano pres tisic odriid jabloni a sto Ctyficet odrid hrusni. Svétova produkce
hrusek piesahuje 17 milionti tun v roce. Z toho pies 51 procent se sklidi v Cing, za niz
néasleduji USA, Italie a Spanélsko (FAO, 2003).

Ovocné stromy jsou postihovany onemocnénimi, zptisobenymi riznymi parazity.
Nejcastéjsi houbové choroby hrusni jsou strupovitost (Venturia pirina) a rez hruskova
(Gymnosporangium sabinae). K nejvice se vyskytujicim hmyzim Sktidciim snizujicich
urodu ovoce patii pilatka hrusnovd (Hoplocampa brevis) a Stitenky. Hrus$né jsou
postihovany i viry, zplisobujicimi napiiklad kaménkovitost plodu.

Méné znami vnitrobunécni parazité hrusni, ostatnich ovocnych dfevin i bylin,
jsou fytoplazmy. Jednd se o jednoduché prokaryotni organismy bez bunécné stény,
ohranic¢ené pouze jednotkovou, trojvrstevnou plazmatickou membranou. Maji kulovity,
ovalny 1 pleiomorfni tvar. NejCastéji jsou popisovany ovalné ¢astice o velikosti 500 nm
(jejich rozméry se ale mohou pohybovat od 80 do 800 nm) (Doi a kol., 1967; Ishiie a
kol., 1967), pokud jsou castice protahlé, dosahuji délky az 1600 nm. Fytoplazmy maji
specifické naroky na Zivotni podminky, proto je mizeme nalézt pouze v rostlinném
floému (v sitkovicich rostlin), nebo ve hmyzi hemolymf€. S tim uzce souvisi i pfenos
fytoplazem: vegetativnim §ifenim napf. rouby a oc¢ky, a pomoci hmyzich vektort.. Témi
jsou predevsim mery (Psyllidae) a kiisi (Auchenorrhyncha). Na napadenych rostlinach
fytoplazmy vyvolavaji fadu ptiznakl, jako napt. Zloutenku, malolistost, proliferaci
vyhonta 1 kofenil, zakrslost, virescenci, fylodii, kvétni sterilitu, odumirdni vyhont 1
celych rostlin.

Pro morfologickou podobnost s mykoplazmami napadajici ZzivoCichy byly
fytoplazmy dlouho nazyvany "mycoplasma-like organisms, MLO". Od roku 2004 se
prosadilo oznaceni druhu ’Candidatus Phytoplasma’, a to na zadkladé¢ sekvenéni
ptibuznosti 16S rDNA. Fytoplazmy se taxonomicky tadi do tfidy Mollicutes a oddéleni
Tenericutes. Molekularnimi analyzami genu pro 16S rDNA byly fytoplazmy rozdé¢leny
do 14 skupin a 41 podskupin (Lee a kol., 1998), pfi¢emz pocet podskupin se s

pfibyvajicimi poznatky neustéle rozsituje.



Chiadnuti hrusni (pear decline), jehoz pivodcem je ‘Candidatus Phytoplasma
pyri’, je zavazné onemocnéni hrusni, které se objevuje v mnoha zemich, kde se hrusné
pestuji. Poprvé bylo popsano v Italii a zplsobuje znacné Skody v Evropé a Severni
Americe (Caglayan a kol., 1999). Jako ptiklad devastace trody muze slouzit ptipad z
Kalifornie z roku 1959, kdy odumfelo pfes milion hrusni nasledkem fytoplazmového
odmirani hrusni. Stromy, které nakazu pieZily, mély sniZzeny vynos prodejnych ploda
(Hibino a Schneider, 1970).

Rostliny infikované fytoplazmami je velmi problematické ozdravit.
Fytoplazmovym onemocnénim je proto tfeba predchdzet za pomoci preventivnich
opateni, z nichz nejdalezitéj$i je pouzivani zdravého vychoziho mnozitelského a
Slechtitelského materialu, péstovani odolnéjSich odrid, eliminace vyskytu hmyzich
vektorli, v€asna diagnostika fytoplazmové infekce a odstranéni napadenych strom,
popt. rostlin, které mohou byt potencialnimi zdroji infekce.

K detekci a identifikaci fytoplazem se vyuzivaji zejména metody molekularni
biologie. Mezi n¢ patii polymerazova tetézova reakce (PCR), nasledné Stépeni enzymy
(RFLP), ptipadné sekvencovani. Pro certifikaci ovocnych dievin se Casto vyuzivaji
biologické testy na dievinnych indikatorech. K testovani fytoplazmy chfadnuti hrusné se
podle doporuceni EPPO nejcastéji pouziva hrusen Doyenné du Comicé nebo Pyronia
veitchii, reagujici svinutkou, zkrabacenim listl a jejich pfed¢asnym Cervenanim.

Cilem ptedkladané prace bylo pomoci molekuldrnich metod detegovat a
identifikovat fytoplazmy v hrusnich z genofondu, Slechtitelského a mnozitelského
materidlu z Vyzkumného a $lechtitelského tistavu ovocnarského Holovousy.

Ke splnéni tohoto ukolu bylo nutné prakticky zvladnout nasledujici metody:

- izolaci DNA chloroform-fenolovou metodou
- detekcei pritomnosti fytoplazem pomoci PCR (direct, nested, dalsi nested)

- identifikaci fytoplazem restrikénim St€penim riznymi enzymy



2. Literarni prehled

2.1. Molekularni charakteristika

Chromosom fytoplazem je velmi maly (680 — 1600 kb) (Bertaccini, 2007). Podle
Oshimy a kol. (2002) je genom fytoplazem - konkrétné¢ fytoplazmy Zloutenky aster -
minimalni genom zabezpecujici zakladni funkce parazitického organismu, jeho adaptaci
na vnéj$i podminky a evoluci. Obsahuje geny nezbytné pro uskute¢néni hlavnich
molekularnich funkci, jako jsou replikace, transkripce a translace. Bai a kol. (2006)
uvadi, ze fytoplazmy jsou téz schopné syntetizovat vlastni membranové fosfolipidy.
Naopak absence fosfotransferazového systému pro tvorbu gluk6za-6-fostatu v pribéhu
glykolyzy vedla k teorii, podle nizZ je minimdlni genom fytoplazem disledkem jejich
evoluce, tedy jako adaptace ke zplsobu zivota obligatnich vnitrobunécnych paraziti
(Oshima a kol., 2004; Oshima a Namba, 2005).

S pouzitim DNA sond byla u fytoplazem prokdzdna také piitomnost
extrachromozomalni DNA piipominajici plazmid. Tato kruhova dvouvlaknova DNA se
muze u riznych kmena lisit. (Bertaccini, 2007). Bai a kol. (2006) vsak tuto informaci
vyznamné roz$ifuje: na plazmidech fytoplazem identifikoval geny koédujici naptiklad
transponazu (tral), sigma faktor (sigF), DNA-vazebny faktor HU, ZN-dependentni
protedzu (hfIB), thymidylat kinasu (tmk-a), DNA helikasu (dnaB), DNA primasu (dnaG)
a ATPasu (mgs1).

Od mykoplazem zpiisobujich onemocnéni lidi a zvifat se fytoplazmy odlisuji
pfitomnosti tzv. spacer regionu, neboli mezerniku, mezi ribosomalni oblasti 16S a 23S.
Tento mezernik predstavuje usek veliky pfiblizn¢ 300 pb a koéduje isoleucin tRNA
(tRNA'™) a ¢ast sekvence pro alanin tRNA (tRNA*?). Sekvencovani vSech rRNA gent
dvou fytoplazmovych kmenti vedlo k objevu unikatniho znaku fytoplazem, a to Ze
tRNA kddujici aminokyseliny valin a asparagin jsou umistény smérem od 5°S rRNA
smérem k 3" konci.

Fylogenetické studie predpokladaji, ze spolecny predek fytoplazem je
Acholeplasma laidlawii, u které koduje tryptofan triplet UGG. U ostatnich prokaryot



zahrnujici také mykoplazmy a spiroplazmy je tryptofan kodovan tripletem UGA
(Bertaccini, 2007).

2.2. Metody studia fytoplazem

Za pivodce dnesnich fytoplazmovych onemocnéni  byly dlouhou dobu
povazovany viry. V roce 1967 vSak Doi a kol. pozorovali ve floému aster s piiznaky
zloutenky, zakrslych morusi a metlovitych paulovnii pomoci elektronového mikroskopu
ovalné bunky pfipominajici mykoplazmy.

Pocatky vyzkumu fytoplazem byly spojeny s hleddnim zplsobl jejich
identifikace. Nejprve se pii rozliSovani a ur¢ovani fytoplazem spoléhalo predevsim na
jejich biologické vlastnosti, kterymi jsou napiiklad specifita k rostlinnému a hmyzimu
hostiteli a pfiznaky napadené rostliny (Golino a kol., 1989). Urceni biologickych
vlastnosti bylo ¢asoveé naroc¢né, pracné a nékdy i nespolehlivé (Lee a Davis, 1992; Lee a
kol., 1992). Ackoliv rizné druhy fytoplazem kolonizuji pouze vybrané druhy rostlin
(spektrum hostitelskych rostlin je velmi Siroké u fytoplazmy Zloutenky aster ¢i stolburu,
naopak fytoplazmy ovocnych dievin maji okruh hostiteld velmi wzky), vétSina je
schopna infikovat rostlinu Catharanthus roseus (barvinek riZzovy). Z toho divodu se v
laboratornich podminkach C. roseus vyuziva jako indikatorova rostlina. Na infekci
ruznymi fytoplazmami reaguje vytvofenim odlisnych symptomti. Z nemocné rostliny je
mozné fytoplazmy na C. roseus ptenést haustorii parazitické rostliny kokotice (Cuscuta
spp.), roubovanim nebo hmyzimi vektory.

V soucasné dobé se jako nejrychlej$i a nejspolehlivéjsi postupy k detekci a
identifikaci fytoplazem pouzivaji molekularni metody. Nejcastéji je to polymerazova
fetézova reakce (PCR), zejména v kombinaci s analyzou délkového polymorfismu
restrikénich fragment. Univerzalni 1 skupinov€ specifické primery pro detekci
fytoplazem byly odvozeny od sekvence 16S rDNA genu a pozd¢ji od sekvenci pro geny
ribozomalnich proteind, SecY a Tuf geni a genl kodujicich proteiny asociované s

membranami fytoplazem (imp). (Franova, 2008).



Skupiny a podskupiny fytoplazem lze rozliSit pomoci délkového polymorfismu
restrikénich fragmentti (RFLP). Amplifikované segmenty fytoplazmové DNA se nastépi
za pomoci restriknich enzyml (napi. Alul, Hhal, Msel, Kpnl, Rsal, Sspl, Trul) a
nastépené produkty se separuji nejcastéji vertikalni elektroforézou v polyakrylamidovém
gelu, barvi se etidium bromidem a k vizualizaci se pouzivd UV transiluminator.
Porovnanim restrikénich profilt s kontrolnimi vzorky nebo literdrnimi udaji je mozné
danou fytoplazmu identifikovat (Lee a kol., 1998).

Dalsimi metodami identifikace fytoplazem jsou sekvencovani (nejcasteji se
stanovuje sekvence 16STDNA-23SrDNA oblasti, pfipadné dalSich genomovych oblasti)
a dot blot hybridizace (vyuziva jako detek¢nich sond nahodné klonované fragmenty
chromozomalni DNA fytoplazem) (Kirkpatrick a kol., 1987).

Dosud se nepodafilo vypéstovat kulturu fytoplazem na zivné pud¢ in vitro. K
vytvofeni vhodnych podminek pro kultivaci fytoplazem je dilezité znat fytoplazmovy
genom. Oshima a kol. (2004) a Bai a kol. (2006) osekvencovali genom dvou
fytoplazem. V roce 2003 byla kompletné osekvencovana fytoplazma Zloutenky aster -
izolat Onion yellows phytoplasma OY-M. Druhy v potadi byl osekvencovan izolat
zloutenky aster - Aster yellows witches’- broom phytoplasma (AYWB). Diky zjisténym
sekvencim se naskytd novy pohled, ktery mize vést nejen k piipravé média,
poskytujiciho fytoplazmam vSechny esencialni latky, ale 1 k vyvoji diagnostickych testi
na fytoplazmy (Hougenhout, 2008).

2.3. Reakce fytoplazem na tetracyklin

Na rozdil od rostlinnych virhi muze byt vétSina bakteridlnich plvodch
onemocnéni citlivd na 1écbu, pokud se jednd o mikroorganismy majici vlastni, od
hostitelské rostliny odlisny metabolismus. Fytoplazmy reaguji na antibiotika
tetracyklinové fady aplikované rostlindm imerzi nebo injekéné. V pribéhu 1éCby
tetracyklinem dochéazi u infikovanych rostlin k Ustupu piiznakt. Po ur¢ité dobé od
ukonceni aplikace se v§ak symptomy infekce objevuji znovu. Podévani tetracyklinu tedy
musi byt kontinudlni, nebo opakované v pravidelnych intervalech. Tetracykliny jsou

rozpustné ve vodé a jsou v rostliné transportovany cévami. Metoda toku infuze
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samospadem byla komer¢né pouzita pii ochrané hrusni proti fytoplazmé chiadnuti
hrusni v Kalifornii. Opakované oSetfovani vSak ¢ini tento zpusob kontroly infekce
nakladnym a pro vétSinu plodin nepraktickym. Testovany penicilin, ktery u bakterii
blokuje tvorbu bunécné stény, je u zastupct tiidy Mollicutes zcela neti¢inny, protoze u

nich se pevna bunécna sténa nevytvari (Bos, 1999).

2.4. Zivotni cyklus fytoplazem a jejich $i¥eni

Fytoplazmy ke svému pfeziti potfebuji hypotonické prostiedi (Bertaccini, 2007).
Bunky fytoplazem jsou pleiomorfni a dostate¢né malé na to, aby mohly proniknout pory
sitkovych policek z jedné sitkovice do druhé. Pohyb a distribuce fytoplazem vSak
ziejm& neni uskutec¢niovan pouze pomoci toku asimilath. Dal§i mechanismy pohybu
fytoplazem nejsou zndmy, a tak zlstdva neobjasnéno, jak se napt. dostavaji do
pravodnich bun¢k sitkovic (Rudzinska-Langwald a kol., 1999). Kolonizuji floém vsech
c¢asti rostlin, véetné kvétnich organt (Clark a kol., 1986). Vyskyt fytoplazem v rliznych
Castech rostliny se v nasich klimatickych podminkach béhem roku méni - v zimnim
obdobi se koncentruji ve funkcnich sitkovicich radialniho floému a na jafe rekolonizuji
nadzemni €asti rostliny (Schaper a Seemiiller, 1984), u druhii Prunus se v sitkovicich
nadzemnich c¢asti nachéazeji Zivotaschopné fytoplazmy i béhem zimnich mésict
(Jarausch a kol., 1999).

Mezi bézné hmyzi vektory fytoplazem patii zastupci fadu stejnokiidlych
(Homoptera), a to zejména celedi merovitych (Psyllidae), kiiskovitych (Cicadellidae) a
zilnatkovitych (Cixiidae). Vyznam pii pienosu fytoplazem je v literatufe pfipisovan i
Celedi plostic (Hemiptera) a klopusSkovitym (Miridae) (Banntari a Zeyen, 1979; Grylls,
1979; Nelson, 1979; Tsai, 1979). Fytoplazmy jsou hmyzimi vektory pfenaseny
cirkulativng, propagativné a perzistentné. Fytoplazma se do ustni dutiny bodavé savého
hmyzu dostane béhem dostatecné dlouhého akviziéniho sani na infikované rostling.
Dale penetruje epitelové buiiky, kde se replikuje v méchyicich a poté pies bazalni
membranu vstupuje do télni dutiny, koluje v hemolymf¢ a opét se pomnozuje. Pokud
fytoplazma pfekona dal$i membranové bariéry, pronikne do acinarnich buné€k slinnych

714z a prodéla zde dal$i mnoZeni. Pti exkreci slin se béhem sani dostdva do nového
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hostitele (Tsai, 1979). Alma a kol. (1997) uvadi, Ze fytoplazmy infikuji také hmyzi
vajicka.

Vegetativné se fytoplazmy S§ifi pomoci roubit z infikovanych rostlin, které
mohou byt jesté zcela bezptiznakové, pokud u nich probihd infekce latentné. Bézny je
ptfenos napt. hlizami, oddenky, cibulemi a fizky. Nékteré prace vSak uvadéji pfitomnost
fytoplazem 1 v semenech - konkrétné v embryich palmy kokosové (Cordova a kol.,
2003), dale semenech a v semenaccich vojtésky (Khan a kol., 2002), a to i pfesto, ze
chybi pfimé spojeni sitkovic kvétnich casti a vyvijejictho se embrya. Z hlediska
prevence vegetativniho Sifeni fytoplazem je dulezité pouzivat zdravé vychozi
mnozitelské materidly. Za timto ucelem se provadi ozdraveni pomoci termoterapie a
meristémové kultury. Rozmnozovaci materialy (rouby) se casto mac¢i ve vod¢ teplé 45-
54 °C po dobu nejméng¢ piil hodiny, maximalné v§ak osm hodin (Bos, 1999).

Nékteré fytoplazmy jsou prenaseny celou fadou hmyzich vektort (Zloutenku
aster pfendsi 24 druhi kiisit), jiné jsou pfenaseny jen nékolika ¢i dokonce jen jedinym
druhem (Lee a kol., 2003). Dynamika a efektivita pienosu fytoplazem zélezi také na
vyvojovém stadiu a pohlavi vektora. Samicky kiisa Macrosteles quadrilineatus
pfenaseji fytoplazmu zloutenky aster mnohem efektivnéji nez samecci (Beanland a kol.,
1999). Ackoliv mohou mit fytoplazmy velmi negativni dopad na n¢které druhy hmyzich
vektorti, vétSinou hmyzu pfimo neSkodi a dokonce piiznivé ovliviiuji jejich plodnost a
zivotaschopnost. Studie ukazuji, ze ptitomnost fytoplazem ovlivituje chovani a vybér

rostlinnych druhti, kterymi se hmyz zivi (Hogenhout, 2008).

2.5. Ptiznaky napadenych rostlin

Fytoplazmy vyvolavaji u infikovanych rostlin rizné pfiznaky vcetné zloutenky a
svinutky listii, chlorozy, malolistosti, proliferace vyhonii i kofent, zakrslosti, virescence,
fylodie, kvétni sterility, odumirani vyhonti a celych rostlin. (Fialov4, 2008). Na
napadenych rostlinach se vSak mohou projevovat piiznaky v zavislosti na druhu
fytoplazmy a stadiu infekce. Rozhodujici je také druh napadené rostliny, nebot’ nékteré

rostliny mohou byt vic¢i fytoplazmové infekci tolerantni ¢i rezistentni (Lee a kol., 2000).
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Popisovana je i tzv. spontanni remise ptfiznakti u infikovanych dfevin, zejména u
jabloni infikovanych fytoplazmou proliferace jabloné. Piestoze dojde k eliminaci
patogena z koruny, v kotenech ziistavaji fytoplazmy Zivotaschopné (Loi a kol., 2002).

Pro hrusné (ale také kdoulont obecnou) predstavuje nebezpeci nakazy fytoplazma
"Ca. Phytoplasma pyri” (Pear decline phytoplasma.) zplisobujici onemocnéni chiadnuti
hrusni. Je podstatné rozsifenéjsi nez fytoplazma proliferace jabloné. Na listech je
napadeni rozpoznatelné diky jejich napadnému svinovani a chlorotickému zbarveni,
listové Cepele byvaji mensi a na konci vegetace dochazi Casto k zavadani, Cervendni a
nakonec hnédnuti listd. Vé&tve napadenych stromil maji mensi pfirdstky, n€kdy vyholuji
nebo dochazi k metlovitosti. Vétve s piiznaky napadeni pred¢asné odumiraji a pozdéji
odumiraji 1 celé napadené stromy. U pfiznakli neni popisovana spontinni remise.
(Rtzicka, 2008). Fytoplazmy chiadnuti hrusné¢ spoleéné s fytoplazmou proliferace

jabloné patii do stejné ribozomalni skupiny 16Sr X (apple proliferation group).

2.6. Ochrana proti Sireni fytoplazmovych onemocnéni

V soucasné dob¢ stile neni znam zpisob, kterym by bylo mozné ozdravit
rostliny napadené fytoplazmami. Ackoliv jsou fytoplazmy na aplikaci tetracyklinu
citlivé, po ukonceni terapie se symptomy typické pro fytoplazmdzy znovu projevuji.
Antibiotika pouze potlaci ptiznaky, avSak jejich dlouhodobéjsi aplikace pusobi
fytotoxicky, dale miize vést i ke vzniku rezistentnich bakterialnich kment.

ProtoZe nékteré fytoplazmy plisobi zna¢né Skody na hospodaisky vyznamnych
plodinach, byla v r. 1977 ptijata karanténni opatfeni pro fadu fytoplazem, z nichz se na
naSem Uzemi vyskytuje fytoplazma zplsobujici proliferaci jablon¢ (‘Ca. Phytoplasma
mali’), onemocnéni evropské Zloutnuti peckovin (ESFY) ("Ca. Phytoplasma prunorum
), chfadnuti hrusné¢ (‘Ca. Phytoplasma pyri’) a stolbur ("Stolbur Phytoplasma’)
(Razicka, 2008).

Nejucinngj$Sim postupem zabrafiujicim Sifeni fytoplazem zistavaji preventivni
opatfeni. Fytoplazmy v latentnim stddiu infekce nezpiisobuji zddné symptomy na
hostitelské rostliné, mohou se nepozorované §ifit vegetativnim mnoZenim napadené

rostliny 1 $tavu sajicim hmyzem. DulezZité je proto pouzivat pro mnoZeni rostlin
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fytoplazem prosty certifikovany material, odstraiiovat zdroje infekce - predevSim
infikované vytrvalé a dvouleté rostliny, stejné jako vSechny ptiznakové rostliny, omezit
pestovani vnimavych druhti a kultivard vici fytoplazmam a naopak se zaméfit na
tolerantni, méné vnimavé kultivary a kontrolovat vyskyt hmyzich vektorti v porostu
(Cousin a Boudon - Padieu, 2002).

K odridam jabloni nachylnym k fytoplazmové proliferaci jabloné patii
Alkmene, Boskopské, GrafStynské, Starking, Golden Delicious a Bandnové zimni
(Ruzicka, 2008). V Neémecku probihaji pokusy zamétené na selekci jablofiovych
podnozi odolnych viic¢i fytoplazmé proliferace jablon¢ (Jarausch a kol., 2008), ptfirozeny
gen rezistence proti fytoplazmam byl vSak dosud nalezen pouze u  planého
apomiktického druhu Malus sieboldii (Kartte and Seemdiiller, 1988, 1991; Seemiiller a
kol., 1992).

Z pohledu genového inzenyrstvi se nabizi jako feSeni introdukovat do
rostlinného genomu geny, které koduji molekuly interferujici s zivotnim cyklem
fytoplazem a tak navozujici zvySenou odolnost, nebo geny, naptiklad pro lektiny, které

jsou toxické pro hmyzi vektory (Du-Tao a kol., 2005; Hong a kol., 2001).

Nasledujici pasaZ o rozsahu 36 stran obsahuje utajované skutecnosti a je
obsaZena pouze v archivovaném originidle diplomové priace uloZeném na

Prirodovédecké fakultné JU.
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