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1. Uvod

Fytoplazmy jsou patogenni mikroorganismy rostlin. Onemocnéni, kterd zptsobuji,
byla dlouho povazovéana za projevy virovych infekci, a to az do roku 1967, kdy tym
japonskych védct (Doi a kol.,, 1967) zvetejnil objev bakterii bez bunécné stény,
ohrani¢enych pouze jednotkovou, trojvrstevnou plazmatickou membranou. Tyto
mikroorganismy pozorované ve floémovych buiikdch rostlin mohou mit kulovity,
ovalny ¢i pleiomorfni tvar a dosahuji velikosti okolo 500 nm (Doi a kol., 1967; Ishiie
a kol., 1967), pokud jsou partikule podlouhlé, dosahuji délky az 1600 nm.

Ackoliv byly fytoplazmy objeveny az v druhé poloviné Sedesatych let dvacatého
stoleti, zminky o chorobnych pfiznacich oznaCované jako ,zloutenky* pochazi uz
Z roku 1800. Dokumenty z roku 1900 neklamné popisuji ptiznaky onemocnéni coconut
lethal yellowing (LY), které, jak se pozdé€ji ukézalo, zpiisobuji fytoplazmy. Letalni
zloutnuti kokosovych palem je i v soucasnosti nejzavaznéjSim onemocnénim nejen
kokosovych palem karibské oblasti, ale nejméné i dalSich 35 druhti americkych palem
(Llauger a kol., 2010). Fytoplazmy nenapadaji pouze exotické plodiny, ale i plané
rostouci druhy a celou fadu hospodéisky vyznamnych rostlin. Jako dalsi ptiklad zniCeni
sklizn¢ mtze slouzit ptipad z Kalifornie z roku 1959, kdy odumielo pies milion hrusni
nasledkem fytoplazmové choroby odumirani hrusni. Stromy, které tehdy nakazu piezily,
mély snizeny vynos prodejnych plodii (Hibino a Schneider, 1970). Z nedavné doby stoji
za zminku ptipad naprosté devastace urody kavy v Kolumbii, kdyz se v tamnich
plantazich v letech 1998 (rostliny Coffea arabica L.) a 2002 (Cordia alliodora)
rozmohlo fytoplazmové onemocnéni kadetavosti kdvovniku (Mejia a kol., 2010).

Fytoplazmy napadaji piiblizné 700 rostlinnych druhti a jejich vyskyt je hlasen
témét z celého svéta. V Evropé€ snizuje vynosy hroznového vina fytoplazma zlatého
zloutnuti révy (flavescence dorée phytoplasma), a to zejména ve francouzskych a ital-
skych vinafskych oblastech. Pomérné bézny je i vyskyt fytoplazmovych onemocnéni
hru$ni (pear decline phytoplasma) a jabloni (apple proliferation phytoplasma),
postihujicich ovocné sady celé Evropy. Fytoplazma zpisobujici tzv. evropské Zloutnuti
peckovin (European stone fruit yellows phytoplasma) napada bézné péstované odridy
peckovin Starého kontinentu — zejména meruriky a broskvoné. Na uzemi Eurasie se
pestitelé potykaji také s fytoplazmou stolburu, piivodcem zavazné choroby brambor,

tabaku, rajcat, pepte, ale i vinné révy, avokada a olivovniku. Fytoplazma Zloutenky aster

-6-



(aster yellows phytoplasma) ma Siroky okruh hostitelskych rostlin a svym rozsitenim
zasahuje i na uzemi Ameriky. V Australii a Novém Zélandu je rozSifena fytoplazma
letalniho Zloutnuti jahod (Strawberry lethal yellows phytoplasma). Se vzrustajicim
zajmem o vyzkum téchto patogenli jsou neustale popisovany nalezy novych druht
fytoplazem. V USA na Uzemi stati Oregonu a Washingtonu byla neddvno objevena
nova fytoplazma, Columbia Basin potato purple (PPT), kterd zplsobuje zavazné
onemocnéni brambor a kterd ma vzhledem k rozsahlému geografickému vyskytu
hmyzich pfenasect vysoky potencial ke svému Siteni (Wu a kol., 2010).

Zavaznost onemocnéni je 1 diky snadnému a rychlému Sifeni fytoplazem
prostfednictvim hmyzu znacna. Proto byly fytoplazmy =zahrnuty do seznamu
karanténnich patogent, na které se dle zdkona €. 147/1996 Sb. vztahuje ohlaSovaci
povinnost. Na naSem tzemi byli mezi karanténni patogeny zafazeni puvodci choroby
chiadnuti hrusni, proliferace jabloné&, evropského zloutnuti peckovin a stolburu brambor
(Ruzicka, 2008).
je fytoplazmovym chorobam ptedchazet. Riziko infekce lze snizit pouzitim zdravych
vychozich Slechtitelskych materidlti, eliminaci hmyzu ktery fytoplazmy pienasi
a odstranovanim rostlin s projevy choroby. Nejvétsi vyznam v boji s fytoplazmovou
nakazou vSak pravdépodobné spociva v ve vyzkumu, Slechténi a péstovani odrad, které
by byly vici fytoplazmam malo vnimavé ¢i dokonce rezistentni (Cousin a Boudon -
Padieu, 2002).

Fytoplazmy nelze kultivovat na Zzivnych plidach. Pritomnost téchto patogenti
Vv rostlinach vsak Ize jednoznacné prokazat s pouzitim metod molekularni biologie.
Neustale jsou optimalizovany diagnostické metody, umoziiujici nejen fytoplazmy
v rostlinné tkéni zaznamenat, ale i1 pfesné¢ urcit. PtredevSim diky fylogenetickym
analyzam zalozenych na studiich vybranych gent rychle ptibyvaji poznatky o vyvoji
a ptibuznosti fytoplazmovych skupin. Nové genetické markery se pak v praxi uplatni
napiiklad pfi rostlinolékatskych kontroldch pfi dovozu a vyvozu rostlin a Slechtitel-
ského materialu.

K metodam, které se v soucasnosti pouzivaji k detekci a identifikaci fytoplazem
nejCastéji, patii polymerdzovéa fetézova reakce (PCR) a nésledné Stépeni naampli-
fikované DNA restrikénimi enzymy (RFLP). Sekvencovani se uplatiiuje zejména pii

studiu diverzity fytoplazem a hledéani specifickych markert.
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Cilem ptedkladané prace bylo pomoci molekularnich metod studovat genetickou
variabilitu fytoplazem, ziskanych ze vzorki rostlin z riznych lokalit Ceské republiky.
Splnéni tohoto cile vyzadovalo praktické zvladnuti nasledujicich metod a postupii:

— izolaci DNA (chloroform-fenolovou metodou, pomoci kitu Nucleospin Plant),

—  detekci pfitomnosti fytoplazem pomoci PCR (direct, nested),

— identifikaci fytoplazem restrikénim $tépenim riznymi enzymy,

— amplifikaci genu 16S rDNA, mezerniku, genu 23S rDNA a genu SecA ruznymi
primery,

— pripravu vzorki k sekvencovani, Upravu a zpracovani sekvenci pomoci
pocitacového programu Vector NTI, vyhledani analogickych sekvenci v genové
databazi NCBI a zjiSténi genetické variability vlastnich vzorki pomoci programu
AlignX,

— doplnéni genové databaze o sekvence ¢eskych izolatt.

2. Literarni prehled

2.1. Fylogenetické zarazeni

Fytoplazmy byly diive na zdkladé¢ morfologické podobnosti s mykoplazmami
napadajicimi zivoCichy nazyvany ,,mycoplasma-like organisms (MLO)*.

Termin ,,fytoplazma* byl navrzen a obecné piijat v 90. letech. Od roku 2004 se
prosadilo oznaCeni druhu ‘Candidatus Phytoplasma’, a to na zaklad¢ sekvenéni
piibuznosti 16S rDNA. Fytoplazmy se taxonomicky fadi do tfidy Mollicutes a oddéleni
Tenericutes. Molekularnimi analyzami genu pro 16S rRNA byly fytoplazmy rozdéleny
do 14 skupin a 41 podskupin (Lee a kol., 1998), piicemz pocet skupin 1 podskupin se

S ptibyvajicimi poznatky neustale rozsituje.

2.2. Morfologie

V elektronovém mikroskopu je mozné fytoplazmy pozorovat jako kulovité, ovalné
¢i pleiomorfni Gtvary (vizte Ptilohu 4, obr. 4). V €asnych stadiich infekce ale mohou byt
fytoplazmy v rostlin-nych tkanich pfitomné i ve vlaknitych ¢i vétvenych formach.

Nejb&znéji zaujimaji tvar ovalnych castic o velikosti 500 nm (jejich rozméry se ale



mohou pohybovat od 80 do 800 nm), pokud jsou Castice protahlé, dosahuji délky az
1600 nm.

Fytoplazmy nejsou ohrani¢eny bunécnou sténou, cytosol od okoli oddé€luje pouze
trojvrstevnd, 7-10 nm silna lipido-proteinovd membrana (Haggis a Sinha, 1978; Doi

a kol., 1967; Ishiie a kol., 1967).

2.3. Molekularni charakteristika

Dosud byl osekvencovan genom 4 druhid fytoplazem. Kompletni genom je znam
u fytoplazmy Onion Yellows M (OY-M) (Oshima a kol., 2004), Aster yellows
witches 'broom (AY-WB) ‘Ca. Phytoplasma asteris” (Bai a kol., 2006), dale pak "Ca.
Phytoplasma australiense” (Tran-Nguyen a kol., 2008) a "Ca. Phytoplasma mali” (Kube
a kol., 2008).

Chromosom fytoplazem je velmi maly, jeho velikost se pohybuje od 602 kb u "Ca.
Phytoplasma mali” az do 879 kb u fytoplazmy "Ca. Phytoplasma australiense’. Nejenze
se chromosomy takto malych ptibuznych organismii velikostné 1i8i o témet 300 kb, ale
dokonce existuje 1 zasadni rozdil v jejich struktufe. U tii osekvencovanych fytoplazem
je chromosom kruhovy, ale "Ca. Phytoplasma mali” m& chromosom linedrni (Oshima
a kol., 2004; Bai a kol., 2006; Tran-Nguyen a kol., 2008; Kube a kol., 2008). Genomové
analyzy odhalily, ze fytoplazmy ztratily vétSinu metabolickych proteinli, coZ naznacuje
tendenci k silné reduk¢ni evoluci fytoplazmovych genomi. Navzdory zmensSovani
genomu béhem svého druhového vyvoje zistavaji fytoplazmy pro rostliny patogenni
a schopné S§ifit se pomoci hmyzu (Ishii, 2010). Fytoplazmovy genom je minimalni
genom zabezpecujici zakladni funkce parazitického organismu, jeho adaptaci na vné&jsi
podminky a evoluci. Obsahuje geny nezbytné pro uskutecnéni hlavnich molekularnich
funkci, jako jsou replikace, transkripce a translace (Oshima a kol., 2002). Bai a kol.
(2006) uvadi, ze genetickd vybava umoziuje fytoplazmam syntetizovat vlastni
membranové fosfolipidy. Dikazem adaptace k parazitickému zplsobu Zivota je rovnéz
absence biochemickych cest, napt. k tvorbé pentozafosfatu, ale i k syntéze nékterych
aminokyselin (Tran-Nguyen a kol., 2008). Naopak, vzhledem k tak malému genomu
fytoplazmy disponuji velkym poctem celé tfady transportnich systémd, které jim
umoziuji ziskavat potiebné latky (rzné sacharidy, aminokyseliny, zinkové a hotec¢naté
ionty) od hostitelskych rostlin ¢i hmyzu. Je vSak zfejmé, ze genetickd vybava se pro

metabolické drahy mezi jednotlivymi zastupci 1i$i (Bai a kol., 2006; Kube a kol., 2008).
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Okruh hostitelskych druhti rostlin je uréen interakci mezi fytoplazmovymi
membranovymi proteiny a mikrofilamenty hmyzu. Jako velmi vyznamny objev
V oblasti vyzkumu vztahu mezi fytoplazmou a hostitelskou rostlinou je tieba zminit
nalezeni proteinu kédovaného fytoplazmovou DNA, pojmenovaného TENGU, ktery je
patrné iniciatorem vzniku chorobnych pfiznakti na rostliné (Namba, 2010). Je proto
velmi pravdépodobné, ze jeden z hlavnich smérti vyzkumu fytoplazem bude veden
prave ke studiu tohoto faktoru virulence.

U fytoplazem byla prokazana také pritomnost extrachromosomalni DNA (nebyla
zjisténa u 'Ca. Phytoplasma mali’). Stejné jako u mnoha bakterii, i u fytoplazem se tato
kruhova dvouvldknova DNA oznacuje jako plazmid. V jedné fytoplazmové buiice jich
muze byt n€kolik. U fytoplazmy OY-M se zjistilo, ze plazmid izolovany z hmyzem
nepirenosné formy neobsahuje 2 oteviené Cteci ramce, které jsou pfitomné u téze
fytoplazmy pfendSené hmyzem. Nabizi se tedy teorie, podle které jsou na plazmidech
koédovany geny pro proteiny umoziujici Sifeni hmyzem a ovliviiujici specifitu
K hostitelskym druhtim (Nishigawa a kol., 2002; Yoshiko a kol., 2009).

K wvariabilit¢ genové struktury a sekvence nepochybné pfispivaji 1 mobilni
genetické elementy (Namba, 2010).

Od mykoplazem zpisobujich onemocnéni lidi a zvifat se fytoplazmy odliSuji
pritomnosti tzv. spacer regionu, neboli mezerniku, mezi ribosomalni oblasti 16S a 23S.
Tento mezernik predstavuje usek veliky ptiblizné¢ 300 bp a kdoduje isoleucin tRNA
(tRNA"™) a ¢ast sekvence pro alanin tRNA (tRNA™?). Sekvencovani viech rRNA genil
dvou fytoplazmovych kment vedlo k objevu unikatniho znaku fytoplazem, a to Ze
tRNA kodujici aminokyseliny valin a asparagin jsou umistény smérem od 5'S rRNA
smérem k 3" konci.

Fylogenetické studie predpokladaji, ze spoleény piedek 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).

2.4. Metody studia a klasifikace fytoplazem

Fytoplazmy byly objeveny v roce 1967 v preparatu pozorovaném v elektronovém
mikroskopu. V 70. letech rozvijejici se elektronova mikroskopie umoznila vhled do

zivotniho cyklu fytoplazem. Pozorovany byly v sitkovicich a floému rostlin, ve hmyzich
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hostitelich a vznikla tfada studii o Sifeni fytoplazmovych infekci. Az do 80. let
neexistoval exaktni systém klasifikace fytoplazem. Fytoplazmy se naptiklad rozliSovaly
na zaklad¢ svych biologickych vlastnosti. AvSak revoluce molekularni biologie ptinesla
fadu novych technik (purifikace DNA, polymerazova fetézova reakce, hybridizace DNA
apod.), jejichz zdokonaleni béhem nékolika let ptineslo (a neustale ptindsi) nesmirné

velké mnozstvi informaci o biologii a taxonomii fytoplazem (Galleto a kol., 2010).

2.4.1 Klasifikace fytoplazem podle symptomii a hostitelit

Fytoplazmy se dosud nepodafilo kultivovat in vitro, a protoze je neni mozné rozlisit
¢i dokonce klasifikovat podle fenotypovych znakt, byly fytoplazmy dlouho popisovany
a rozdé€lovany do skupin na zdklad¢ jejich biologickych vlastnosti. RozliSovani
fytoplazem podle jejich specifity k hostitelskym druhtim rostlin a hmyzu a hodnoceni
piiznakt, které na hostitelskych rostlinach vyvolavaji, vSak bylo ¢asové naro¢né, pracné
a n€kdy 1 nespolehlivé (Lee a Davis, 1992; Lee a kol., 1992). V ptirod¢ navic byvaji
rostliny infikovany dvéma 1 vice patogeny soucasné. Smésné infekce mohou vyvolat
atypické piiznaky, které znesnadniuji uréit pti¢inu choroby vizualné (Wei a kol., 2010).

Ackoliv razné druhy fytoplazem kolonizuji pouze vybrané druhy rostlin, vétSina je
schopna infikovat rostlinu Catharanthus roseus (barvinek rtuzovy). Z toho divodu se
Vv laboratornich podminkach C. roseus vyuziva jako indikatorova rostlina. Na infekci
riznymi fytoplazmami reaguje vytvofenim odliSnych symptomt. Z nemocné rostliny je
mozné fytoplazmy na C. roseus pienést haustorii parazitické rostliny kokotice (Cuscuta
spp.), roubovanim nebo hmyzimi vektory. V soucasnosti je na Instituto di Patologia
Vegetable (Bologna, Italie) pro védecké tcely udrzovana celosvétova sbirka fytoplazem

(Bertaccini, 2003) kultivovanych na C. roseus Vv in vitro podminkach.

2.4.2 Fluorescencni mikroskopie

K detekei, nikoliv vSak k identifikaci fytoplazem, mize dobife poslouZzit
fluorescencni mikroskopie. Z fixovanych vzorkl testovanych rostlin (stonky, hlavni
zilky list@i, kofeny apod.) je nutné zhotovit tenké fezy (10 — 15 pm), které se nasledné
barvi DNA fluorochromem (DAPI) a bezprostfedné po obarveni se preparaty prohlize;ji
ve fluorescencnim mikroskopu. Pfitomné fytoplazmy se jevi jako vyrazné bilo-modie
fluoreskujici body a shluky v sitkovicich. Metoda vSak klade vysoké naroky na

zkuSenosti diagnostika, ktery musi rozlisit pfipadnou fytoplazmu od fluoreskujicich
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nukleovych kyselin pfitomnych v rostlinnych bunéénych organelach nebo jinych

organismii (bakterif) (Franova, 2008).

2.4.3 Elektronova mikroskopie

K pozorovani fytoplazem je mozné vyuzit skenovaci (SEM) i transmisni (TEM)
elektronovou mikroskopii. Obé metody vyzaduji vysoké potizovaci naklady na
vybaveni i1 na slozitou piipravu vzorkd. Podobné jako v ptipadé fluorescencni
mikroskopie, 1 pfi téchto technikdch musi byt pracovnik vyhodnocujici vzorky velmi
zkuSeny.

Pro skenovaci elektronovou mikroskopii je tteba vzorky odebrané z ¢ésti rostlin
fixovat v roztoku glutaraldehydu a nasledné postfixovat fosfaitovym pufrem s oxidem
osmicelym. Po odvodnéni vzorku dehydrataénimi €inidly, vysuSeni a pokoveni zlatem,
platinou nebo paladiem, je mozné na zhotovenych snimcich lokalizovat fytoplazmy
v rostlinnych pletivech a ur€it jejich tvar a velikost. Pozorovani vSak casto ztézuji
nitrobunécné struktury a artefakty, které mohou byt od fytoplazem svoji morfologii
obtizné odlisitelné. PiestoZe je tato metoda nékterymi autory (Lebsky a kol., 2009) pti
prokazovani fytoplazem pouzivana, z vySe uvedenych divodii neni pro detekci ani
identifikaci fytoplazem vhodna.

Vzorky pro transmisni elektronovou mikroskopii se piipravuji jesté slozitéji.
Z vysusené rostlinné tkané zalité¢ specialni pryskyfici se po dvou dnech polymerace
zhotovi 300-500 nm tenké fezy, které se nasledné obarvi toulidinovou modii. Z Casti
vzorku vhodné pro detailni pozorovani se ptipravi ultratenké fezy o tloust’ce 70-90 nm.
Na elektronmikroskopickych sitkach se vzorky kontrastovanymi v roztoku uranylu
a citratu olova je mozné jednoznacné rozliSit i1 jedinou fytoplazmovou castici a to se
zvétsenim az 500 000-krat. Piestoze pozorovanim v mikroskopu nelze urcit druh
sledované fytoplazmy, vyhoda této metody spocivd v detekci i jinych rostlinnych

patogenil — virovych ¢astic, ricktetsii, bakterii apod. (Franova, 2008).

2.4.4 Polymerdzovi ietézovd reakce (PCR) a real-time PCR

PCR je zaloZena na replikaci nukleovych kyselin, ktera je zdkladnim molekularnim
procesem vSech Zivych organismi. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici enzymova
syntéza novych fetézcli vybranych Usekli dvoufetézcové DNA ve sméru 5° — 3’

prostiednictvim DNA polymerdzy. Studovany usek nukleotidové sekvence je vymezen
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pfipojenim dvou primert, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, ze jejich 3~
konce smétuji proti sob¢. Po ptfiddni DNA polymerazy a nukleotidii pak probiha syntéza
novych vldken na obou matricovych fetézcich protismérné. Reakce probihd v tzv.
termocycleru, ktery opakované méni teplotu (Smarda a kol, 2005). Univerzalni
i skupinové specifické primery pro detekci fytoplazem byly odvozeny od sekvence genu
pro 16S rRNA, navazujici oblasti mezerniku, genu pro 23S rRNA a pozdéji od sekvenci
pro geny ribozomalnich proteini, secY a tuf genli a gent kodujicich proteiny
asociované s membranami fytoplazem (imp) (Franova, 2008).

Klasicka PCR je v posledni dob¢ ¢asto nahrazovéna tzv. real-time PCR. Vyhodna je
pro svoji vysokou citlivost a rychlost, coz ji pfedurcuje k testovani velkého poctu
vzorkll. V priibéhu reakce je po kazdém cyklu pomoci detekce fluorescence sledovano
mnozstvi nov€é naamplifikovanych ¢asti DNA, takze neni nutné po ukonceni reakce
provadet elektroforézu pro vizualizaci vysledku. V této technice se vyuzivaji rtzné
znacici latky, které se specificky vazi na cilovou sekvenci amplifikovaného fragmentu.
Intenzita zaznamendvané fluorescence je imérna koncentraci amplifikované DNA. Tato
metoda umoziuje velmi presné kvantifikovat pribeh a vysledek reakce. Pouziti real-
time PCR pro zjisténi fytoplazem se stale zlepSuje. V poslednich letech byla tato
technika optimalizovdana pro univerzalni detekci fytoplazem na zékladé¢ amplifikace

genu 16S rDNA (Christensen a kol., 2004; Galleto a kol., 2005; Hren a kol., 2007).

2.4.5 Polymorfismus délky restrikénich fragmentit (RFLP)

Skupiny a podskupiny fytoplazem lze rozliSit pomoci analyzy délkového
polymorfismu restrikénich fragmentii (RFLP). Amplifikované segmenty fytoplazmové
DNA se nastépi za pomoci restrikénich enzymu (napi. Alul, Hhal, Msel, Kpnl, Rsal,
Sspl, Trul). Diky ptitomnosti ¢i absenci restrik¢nich mist pro dany enzym vzniknou
fragmenty DNA o specifickych délkach. Nastépené produkty se separuji nejcastéji
vertikalni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu, barvi se etidium bromidem a k Vvi-
zualizaci se pouziva UV transiluminator. Porovnanim restrikénich profilti s kontrolnimi
vzorky nebo literarnimi tdaji je mozné danou fytoplazmu identifikovat (Lee a kol.,
1998).
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2.4.6 Stanoveni sekvence DNA (sekvencovdni)

Cilem sekvencovani DNA je stanoveni primarni struktury neboli pofadi nukleotidi
v molekulach DNA. Znalost sekvence DNA umoziuje odvodit aminokyselinovou
sekvenci kodovanych proteinti a napi. detailné stanovit charakter mutaci. Povédomi
0 potadi nukleotidli je také dilezité napt. pro PCR, jejiz provedeni je na znalosti
sekvenci DNA c¢asto zavislé.

V soucasné dob¢ se pii sekvencovani pouzivaji dvé riizné metody. Od tzv. Maxam-
Gilbertova (nebo-li chemického) sekvencovani se dnes jiz prakticky upousti, vétSina
piistroji v souCasnosti pracuje na principu tzv. Sangerova (enzymatického) sekven-
covani. Pti této metode je DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena, pouzita jako matrice
pro syntézu komplementarnich fetézct rizné délky prostfednictvim DNA-polymerazy.
Ta totiz vytvaii pfesné kopie DNA a to ve sméru 5" — 3’od primeru s volnou 3'OH
skupinou. Syntéza fetézce na matricové DNA je zahdjena od mista, ke kterému byl
pfipojen sekvenéné specificky primer pro sekvencovani, a ukonena v misté, v némz je
do rostouciho fetézce inkorporovan misto normalniho deoxyribonukleosidtrifosfatu jeho
analog 2’,3’-dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP). Ten neobsahuje 3'OH skupinu
a pusobi tak jako koncovy ihibitor reakce, protoze po jeho inkorporaci do fetézce DNA
nemiize DNA-polymeraza zaclenit dalsi nukleotid. DANTP jsou do rostouciho fetézce
DNA zaclenovany na zakladé¢ komplementarity bazi.

U fytoplazem se nejCastéji stanovuje sekvence oblasti 16S rDNA-23S rDNA,

piipadné gent secY, secA, tuf, a ribozomalnich proteind. (Contaldo a kol., 2010)

2.5. Zivotni cyklus fytoplazem a jejich Sifeni

Fytoplazmy ke svému pfeziti potifebuji hypotonické prostiedi, které jim zajist'uji
jednak buniky rostlinného floému a jednak wnitini prostfedi hmyzich vektort
(Bertaccini, 2007). Bunky fytoplazem jsou pleiomorfni a dostatecné malé na to, aby
mohly proniknout pory sitkovych policek rostlin z jedné sitkovice do druhé. Kolonizuji
floém vSech casti rostlin, vetné kvétnich organi (Clark a kol., 1986). Vyskyt
fytoplazem v riznych ¢astech rostliny se v naSich klimatickych podminkdch béhem
roku méni - v zimnim obdobi se koncentruji ve funk¢nich sitkovicich radidlniho floému

a na jafe rekolonizuji nadzemni ¢asti rostliny (Schaper a Seemiiller, 1984), u druhil
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Prunus se v sitkovicich nadzemnich ¢asti nachazeji zivotaschopné fytoplazmy i béhem
zimnich mésict (Jarausch a kol., 1999).

Mezi bézné hmyzi vektory fytoplazem patii zastupci fadu stejnokiidlych
(Homoptera), zejména ¢eledi merovitych (Psyllidae), kiiskovitych (Cicadellidae) a zil-
natkovitych (Cixiidae). Fytoplazmy jsou hmyzimi vektory pfenaseny tzv. cirkulativnim,
propagativnim a perzistentnim zpisobem. Fytoplazma se do ustni dutiny bodavé savého
hmyzu dostane béhem dostatecné dlouhého akvizi¢niho sani na infikované rostling.
Déle penetruje epitelové bunky, kde se replikuje v méchyicich, bazdlni membranou
vstupuje do télni dutiny, koluje v hemolymf¢ a opét se pomnozuje. Pokud fytoplazma
piekond dal$i membranové bariéry, pronikne do acinarnich bunék slinnych 714z a dale
se pomnozi. Pfi exkreci slin se béhem sani dostavd do nového hostitele (Tsai, 1979).
Alma a kol. (1997) uvadi, Ze fytoplazmy infikuji také hmyzi vajicka.

Vegetativné se fytoplazmy S$ifi pomoci roubli z infikovanych rostlin, u nichz
probiha infekce latentné¢ a mohou byt zcela bezptiznakové. BEézny je prenos napf.
hlizami, oddenky, cibulemi a fizky. Nékteré prace vSak uvadéji ptitomnost fytoplazem
i v semenech - konkrétné v embryich palmy kokosové (Cordova a kol., 2003), dale
semenech a v semenaccich vojtésky (Khan a kol., 2002), a to i1 ptesto, ze chybi ptfimé
spojeni sitkovic kvétnich c¢asti a vyvijejiciho se embrya. Z hlediska prevence
vegetativniho S$ifeni fytoplazem je dilezité pouzivat zdravé vychozi mnozitelské
materidly. Za timto ucelem se provadi ozdraveni pomoci termoterapie a meristémoveé
kultury. Rozmnozovaci materialy (rouby) se Casto maci ve vod¢ teplé 45—54 °C po
dobu nejméné ptil hodiny, maximalné vsak osm hodin (Bos, 1999).

Nekteré fytoplazmy jsou piendseny celou fadou hmyzich vektort (Zloutenku aster
pienasi 24 druhii kiisti), jiné jsou pienaseny jen nékolika ¢i dokonce jen jedinym
druhem (Lee a kol., 2003). Dynamika a efektivita ptenosu fytoplazem zalezi také na
vyvojovém stadiu a pohlavi vektora. Samicky kiisa Macrosteles quadrilineatus
prenaseji fytoplazmu Zloutenky aster mnohem efektivnéji nez samecci (Beanland a kol.,
1999). Ackoliv mohou mit fytoplazmy velmi negativni dopad na nékteré druhy hmyzich
vektorl, vétSinou hmyzu pfimo neskodi a dokonce ptiznivé ovliviiuji jejich plodnost
a zivotaschopnost. Studie ukazuji, Ze pfitomnost fytoplazem ovliviiuje chovani a vybér
rostlinnych druht, kterymi se hmyz zivi (Hogenhout, 2008).

Na rozdil od rostlinnych virh mize byt vétSina bakteridlnich pivodcli onemocnéni

citlivd na lécbu antibiotiky, pokud se jednd o mikroorganismy majici vlastni, od
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hostitelské rostliny odlisSny metabolismus. Fytoplazmy reaguji na antibiotika
tetracyklinové ftady aplikované rostlinAm imerzi nebo injekéné. V prib&hu lécby
tetracyklinem dochdzi u infikovanych rostlin k ustupu pfiznakii. Po urcit¢ dobé od

ukonceni aplikace se vSak symptomy infekce objevuji znovu (Bos, 1999).

2.6. Priznaky fytoplazmové infekce

Fytoplazmy vyvolavaji u infikovanych rostlin rtizné ptiznaky vcetné zloutenky
a svinutky listd, chlorozy, malolistosti, proliferace vyhoni i kofenti, zakrslosti, kvétni
sterility, virescence, fylodie, odumirani vyhonti a celych rostlin (Fialova, 2008). Na
napadenych rostlinach se vSak mohou projevovat pfiznaky v zavislosti na druhu
fytoplazmy a stadiu infekce. Rozhodujici je také druh napadené rostliny, nebot’ n¢které
rostliny mohou byt vi¢i fytoplazmové infekci tolerantni ¢i rezistentni (Lee a kol.,
2000).

Onemocnéni se obvykle zacina projevovat prosvétlovanim listovych zilek. Pfi¢inou
je degenerace floému, coz ma za nasledek 1 typické Zloutnuti, omezeny riist, chiadnuti
rostliny a pfedcasné odumirani. Typicky projev fytoplazmového onemocnéni je i zvyse-
ny vegetativni rist (metlovitost, witches broom), ktery mize postihnout celou rostlinu,
zvlasté kdyz je infikovdna jako mladd. DalSim symptomem je tzv. negativni
geotropismus, coz znamena, ze nové vyhony rostlin sméfuji ptimo vzhiru. Specificky
piiklad rostliny u niz se tento piiznak projevuje je podzemnice olejna (Arachis
hypogaea). Zdravé rostliny tla¢i své semeniky pod zem, kde se vyviji v plod, zatimco
u fytoplazmou infikovanych rostlin zlistava semenik na povrchu (Bos, 1999).

‘Ca. Phytoplasma mali’, ptivodce onemocnéni proliferace jablon¢, je rozsifena
téméf v celé Evropé. Kromé jabloni napada i dalsi druhy rodu Malus. V posledni dobé
jsou ale hlaSeny nalezy této karanténni fytoplazmy na hrusnich (Cermakova, 2009;
Kfizanac, 2010). Ptiznaky mohou byt zna¢né variabilni, ¢asto kolis4 jejich intenzita,
vyjimkou neni ani dlouhodobd latence ¢i projev onemocnéni jen v ¢asti koruny.
Népadnym projevem je pozdni a Casto 1 opakované kveteni, plody se vyviji na dlouhych
stopkach, je jich méné, byvaji mensi a v porovnani s plody zdravych stromi mivaji
i hor$i chutovou kvalitu. Stromy se na podzim dfive vybarvuji a jsou nachylngjsi
k padlim jablonovym (Podosphaera leucotricha) (Ruzicka, 2008). Popisovana je i tzv.
spontanni remise piiznakl, ale pfestoZe dojde k eliminaci patogena z koruny, v kote-

nech zlstavaji fytoplazmy Zivotaschopné (Loi a kol., 2002).
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"Ca. Phytoplasma pyri” (Pear decline phytoplasma) napada stromy hrusni a zptso-
buje tzv. chfadnuti hrusni. V nékterych oblastech je podstatné rozSifenéjsi nez
fytoplazma proliferace jabloné¢. Na listech je napadeni rozpoznatelné diky jejich
napadnému svinovani a chlorotickému zbarveni, listové ¢epele byvaji mensi a na konci
vegetace dochdzi Casto k zavadani, Cervendni a nakonec hnédnuti listi. Vétve
napadenych stromi maji mensi ptirGstky, nékdy vyholuji nebo dochédzi k metlovitosti.
Vétve s priznaky napadeni pred¢asné odumiraji a pozdé€ji odumiraji i celé napadené
stromy. U pfiznakli neni popisovana spontdnni remise (R0zicka, 2008). Fytoplazmy
chfadnuti hrus$né spole¢né s fytoplazmou proliferace jabloné patii do stejné ribozomalni
skupiny 16Sr X (apple proliferation group).

‘Ca Phytoplasma prunorum” (European stone fruit yellows phytoplasma) je
ptivodce onemocnéni evropského Zloutnuti peckovin. V naSich podminkach napada
rostliny rodu Prunus, nejéastéji merunky, méné broskvong, ojedin€lé pripady vyskytu
byly hlaSeny u $vestky doméci a tiesnd. V Ceské republice je velké procento
infikovanych stromti bezptiznakovych. U merunék se onemocnéni projevuje malou
nasadou kveétd, chlorotickou svinutkou listi a mirnou az silnou zloutenkou na
jednotlivych infikovanych vétvich, ktera se rychle §ifi po celé koruné. Listy predCasné
opadavaji a napadené vyhony odumiraji. Nemocné stromy odumiraji po 1-2 letech po
projeveni prvnich ptiznakii. Napadenym broskvonim piedc¢asné zloutnou nebo Cervenaji
listy a listové Cepele se svinuji.

‘Ca. Phytoplasma asteris’, pivodce tzv. Zloutenky aster, ma Siroké spektrum
hostitelskych rostlin a je rozsifena témét po celém svété. Kromé bylin napada i celou
fadu dfevin a pfiznaky které zplsobuje maji vesmés charakter vySe uvedenych

o W v

fyziologickych a morfologickych zmén (Ruzicka, 2008).

wrw

2.7. Ochrana proti Sifeni fytoplazmovych onemocnéni

Protoze nékteré fytoplazmy plsobi zna¢né Skody na hospodéisky vyznamnych
plodinach, byla v r. 1977 pfijata karanténni opatieni pro fadu fytoplazem, z nichZ se na
nasem uzemi vyskytuje fytoplazma zptsobujici proliferaci jabloné (‘Ca. Phytoplasma
mali’), onemocnéni evropské zloutnuti peckovin (ESFY) (‘Ca. Phytoplasma
prunorum’), chfadnuti hrusné ('Ca. Phytoplasma pyri") a stolbur ('Stolbur Phyto-
plasma’) (Rtzicka, 2008).

Nejucinn€j$im postupem zabraniujicim Sifeni fytoplazem zistdvaji preventivni
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opatfeni. Fytoplazmy v latentnim stadiu infekce nezplisobuji zddné symptomy na
hostitelské rostliné a mohou se nepozorované S§ifit vegetativnim mnozenim napadené
rostliny i $tavu sajicim hmyzem. Dulezité je proto pouzivat pro mnozeni rostlin
fytoplazem prosty certifikovany material, odstranovat zdroje infekce, pfedevSim
infikované vytrvalé a dvouleté rostliny, stejné jako vSechny ptiznakové rostliny, omezit
pestovani vnimavych druhti a kultivari vici fytoplazmam a naopak se zaméfit na
tolerantni, méné vnimavé kultivary a kontrolovat vyskyt hmyzich vektori v porostu
(Cousin a Boudon - Padieu, 2002).

Vyskyt karanténnich druhti fytoplazem je monitorovan. Rostliny vypéstované v EU
uvadéné na wvnitini trh mohou pochazet pouze z oblasti prostych karanténnich
fytoplazem, nebo z lokalit, z nichz nebyly od zafatku posledniho ukoncené¢ho
vegetacniho obdobi pozorovany zadné piiznaky onemocnéni zplisobeného danou
fytoplazmou. Splnéni téchto podminek garantuji tzv. rostlinolékatské pasy. Pii dovozu
rostlin napf. u rodu Malus ze zemi mimo EU ve kterych se vyskytuje "Ca. Phytoplasma
mali” jsou pravidla jesté pfisn€j$i. Jednim z mnoha pozadavki je 1 podminka, aby
dovazené rostliny byly ziskany v pfimé linii z materialu udrzovaného za odpovidajicich
podminek a ufedné testované¢ho s pouzitim vhodnych indikatorovych rostlin nebo jinych
rovnocennych metod nejméné na tuto fytoplazmu a shledaného prostym této
fytoplazmy. Déle musi byt dolozeno, Ze na rostlinach v misté produkce nebo
nachylnych rostlinach v jeho bezprostfednim okoli nebyly od zacatku t¢i uplynulych
vegetacnich obdobi pozorovany zadné priznaky onemocnéni plsobeného touto
fytoplazmou (Ruzicka, 2008).

V soucasné dob¢ se rozviji novy projekt QBOL financovany EU FP7, zaméteny na
vytvoieni databaze pro vSechny karanténni rostlinné patogeny a dostupné pro rostlinné

diagnostiky (Contaldo a kol., 2010).

3. Material a metody

3.1. Material

V obdobi od fijna 2009 do bfezna 2011 bylo na pfitomnost fytoplazem testovano 73
vzorki. Vétsinu vzorka (40) predstavoval jetel, hrusné (26 vzorki) a jablon€ (4 vzorky)

rtiznych odriid, merufiky (2 vzorky) a vinky (1 vzorek). Jetel byl ziskan od Slechtitelské
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firmy Ing. Hany Jake$ové, Csc. z Hladkych Zivotic, vzorky hrusni a nékterych jabloni
pochézely z vychodnich Cech. Vzorky jabloni a merunék pro tuto praci poskytli
pracovnici prostéjovské pobocky Statni rostlinolékarské spravy (SRS). Vinka byla
vroce 2007 umisténa na zahradé v jiznich Cechach, kde ziejm& doslo k pienosu
fytoplazmy prostiednictvim nezndmého vektora. Vinka je pro experimentdlni ucely
udrzovana ve skleniku oddéleni Rostlinné virologie BC AVCR v.v.i.. Tato rostlina byla
rovné¢z zarazena do celosvétové sbirky fytoplazem v Boloni, kde je udrzovana ve
tkanovych kulturach. Zatimco na jeteli s vyjimkou jedné rostliny s pfiznaky fylodie
nebyly patrné ptiznaky fytoplazmového onemocnéni, na hruSnich bylo ziejmé
predCasné Cervenani, hnédnuti listd a proliferace. Jeden vzorek jabloné¢ byl testovan
nejen kvili metlovitosti, ale i kveteni (zelenokvétost a fylodie) v listopadu, coz byva pro
fytoplazmova onemocnéni jabloni typické. Vzorky merunck byly pfedmétem vyzkumu
pro chlorotickou svinutku listl a mirnou Zloutenku. Na vince byly pfiznaky svédéici
o fytoplazmoéze: prosvétlovani listovych zilek, etiolizace listd, zelenokvétost a fylodie
(pfeména kvéti v listim podobné utvary, vizte Piilohu 4, obr. 5).

Z vétvi dievin bylo pro izolaci DNA pouzito lyko a hlavni listové Zilky. Izolace
DNA z takto piipravenych vzorkt byly provedeny bud’ ihned, nebo byl takto zpraco-
vany material az do izolace uchovavan pii -20 °C. Pro izolaci DNA z jetele a vinky byly
pouzity Cerstvé listy, kratce po odbéru materidlu. Pro izolaci DNA z dfevin a vinky se
osvédCila chloroform-fenolovd metoda, nebo podstatné rychlejsi izolace kitem
Nucleospin Plant (Macherey-Nagel), kterou byla izolovana DNA i z jetele.

U vzorkt, u kterych byly fytoplazmy jednozna¢né prokazany pomoci specifickych
primerd pii PCR a analyzou RFLP, byla provedena PCR s kombinacemi specifickych
primeri tak, aby se oblasti amplifikovanych fragmenti dostate¢né piekryvaly a bylo
tedy mozné naslednym osekvencovanim téchto tusekll zjistit nepferuSené potadi

nukleotidi genli secA, 16S rRNA, mezerniku a genu 23S rRNA.

3.2. l1zolace DNA

3.2.1 Izolace DNA pomoci kitu Nucleospin Plant

— pracovni postup byl dodrzen podle pokyni vyrobce (slozeni pufr vyrobce neuvadi)
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— vSechny centrifuga¢ni kroky byly provadény na nechlazené stolni centrifuze (Mini
Spin plus Eppendorf) pti 11000 otadckéch za minutu, se vzorky bylo manipulovano
na ledu

— rostlinna tkan byla zhomogenizovana tlou¢kem ve tieci misce pomoci tekutého
dusiku

- homogenat byl pfeveden do 1,5 ml zkumavky obsahujici 400 pl pufru PL1

— obsah zkumavky byl promichan, nasledné bylo ptiddno 10 pul RNazy a smés byla
znovu promichana

~ zkumavka byla vloZena na 10 min do termobloku nahiatého na 65 °C

- nahtaty vzorek byl pfelit na fialovou kolonku vlozenou do 2 ml zkumavky,
centrifugovano 5 min

- do 1,5 ml zkumavky bylo ptipraveno 450 pul PC pufru, do této zkumavky ptelita ¢ird
kapalna latka oddélena centrifugaci

— promichany vzorek byl pfenesen na zelenou kolonku vlozenou do zkumavky
a centrifugovan 75 s

— tekutina byla odstranéna, na kolonku bylo naneseno 400 ul pufru PW1 a zkumavka
byla znovu centrifugovana 75 s

- po odstranéni proteklé tekutiny bylo na kolonku naneseno 700 pl pufru PW?2
a vzorek byl centrifugovan 2 min

- kolonka byla ptendana do ¢isté zkumavky, na membranu bylo naneseno 40 ul pufru
PE nahtéatého na teplotu 70 °C

- vzorek byl 10 minut inkubovéan na termobloku pi1 70 °C, nasledné centrifugovan
75s

- prefiltrovana tekutina byla znovu napipetovana na stfed membrany kolonky
a centrifugovana 75 s

—  protekla frakce obsahovala ptiblizn€ 35 pul DNA pfipravené k dalSimu pouZiti.

3.2.2 Izolace DNA chloroform-fenolovou metodou (Lee a kol., 1991)

- 2-3 g Cerstvé tkdn€ byly zhomogenizovany v pfedchlazené tfeci misce s tekutym
dusikem

- bylo pfiddano 14 ml grinding pufru

- homogenat byl ptecezen pies silon do centrifugac¢nich zkumavek o objemu 50 ml

umisténych v ledové tiisti. Tuhé zbytky byly nasledné smyty 7 ml grinding pufru
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a opét precezeny.

filtrat byl centrifugovan pii 13000 otackéach po dobu 20 minut pfi teploté 4 °C

po vyliti supernatantu byly k peletu pfiddny 4 ml extrakéniho pufru a 40 pl
proteinazy K. Pelet byl opatrné resuspendovan. Poté bylo ptidano 440 ul sarkosylu
nasledovala inkubace ve vodni 1azni pti teploté 55 °C po dobu 1 hodiny a 30 minut
po vyjmuti z vodni lazné byla suspenze centrifugovana pii 8000 otackach po dobu
15 minut a pfi teploté 4 °C

supernatant byl ponechan a bylo k nému piidano 2,5 ml isopropanolu, se kterym byl
velmi opatrné promichdn. Vzorky byly ponechany po dobu 30 minut pfi teploté

-20 °C, nebo ptes noc pii teploté 4 °C

nasledné¢ byla provedena centrifugace pii1 8000 otdckach po dobu 15 minut a pfi
teploté 4 °C

byl ponechan pelet, ke kterému byly ptidany 3 ml TE pufru a 75 pl 20% SDS spolu
s 30 ul proteinazy K. Tato smés byla opatrné promichana a inkubovéana ve vodni
lazni pti teploté 37 °C po dobu 1 hodiny

poté bylo ptidano 525 ul 5SM NaCl a vse bylo dikladné promichano

po ptidani 420 ul CTAB/NaCl a promichani byly vzorky inkubovany ve vodni lazni
pii teploté 65 °C po dobu 10 minut

po inkubaci ve vodni lazni byl ke vzorkim piidan chloroform-isoamylalkohol
V poméru 24:1

v mnozstvi 4 ml. Tato smés byla promichana a centrifugovana pii 8 000 otackach po
dobu 10 minut

supernatant byl pfenesen do nové kyvety a byly k nému ptidany 2 ml fenolu a 2 ml
chloroformu; smés byla centrifugovana pii 8000 otackach po dobu 10 minut
supernatant byl opét prenesen do nové kyvety a bylo k nému piidéno 2,5 ml
izopropanolu pro precipitaci nukleové kyseliny. Vzorky byly 1 hodinu ponechiny
pti teploté -20 °C, nebo pti 4 °C celou noc

vzorky byly centrifugovany pii 11 000 otackach po dobu 20 minut a pfi teploté 4 °C,
poté byl odstranén supernatant a ponechan prihledny pelet, ktery byl omyt 70 %
etanolem (pro vymyti CTAB) a centrifugovan pii 10000 otackach a teploté 4 °C po
dobu 10 minut

po vyliti etanolu byly vzorky ponechany 5 minut pii pokojové teploté

po vysuseni byl pelet resuspendovan v 50 pl destilované vody.
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Poté bylo provedeno spektrofotometrické méteni koncentrace a fedéni vyizolované
DNA:

Ke 4 ul vyizolované DNA bylo ptidano 396 pl vody. U takto ptipravenych vzorkt
byla méfena absorbance pii vinové délce 260 nm (Azeo).

Hodnota namétené absorbance byla dosazena do vzorce 2/(5-Aze0); [ul]. Vypoctené
mnozstvi koncentrovaného roztoku bylo dopInéno ultradistou vodou do objemu 100 pl.

Ziskana koncentrace nafedéného roztoku &inila 20 ng-ul™.

3.3. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pro detekci fytoplazem byly pouzity specifické primery. Pti direct PCR byla pro
reakci pouzita DNA o vychozi koncentraci 20 ng-pl™. Po prob&hnuti reakce byla takto
naamplifikovand DNA nafedéna v poméru 1:29 pl vody a pouzita pro nested PCR
s dalsi dvojici (tzv. vnitfnich) primerd. Pro dalsi nested PCR bylo postupovano stejnym
zpusobem - produkt nested PCR byl opét nafedén v poméru 1:29 ul a z toho 1 pl byl
pouzit pro dal$i amplifikaci. Pti reakci direct 1 nested PCR byla pouZita 1 tzv. negativni
kontrola, tedy vzorek pfipraveny stejnym zpusobem jako ostatni, ale templatova DNA
byla nahrazena ultracistou vodou. Tento vzorek slouzi ke kontrole, zda nedoslo béhem
piipravy vzorkii na PCR ke kontaminaci a amplifikaci jiné nez fytoplazmové DNA.

Pro zjisténi vysledku reakce byly vzorky naneseny na 1% agardzovy gel, do n¢hoz
bylo ptidano barvivo GelRed v poméru 1 pl barviva do 1 ml pufru. Agarézovy gel pro
17 vzorka byl ptipraven z 0,35 g agarozy, 35 ml pufru TBE 1x a obarven 3,5 ul
GelRedu. Po zatuhnuti gelu byly naneseny 2 ul markeru (100 bp) s 1,5 pl barvy
a jednotlivé vzorky (po 6 pl) s 1,5 pl barvy. Barva s obsahem bromfenylové modii
slouzila pouze ke zviditelnéni bezbarvych vzorkid v pribéhu elektroforézy. Obvykle
byly vzorky separovany vertikalni elektroforézou 33 minut pii 111 V. Vizualizace

vzorkll byla provadéna osvicenim gelu UV svétlem.

3.3.1 Primery pouZité pro PCR

Pro amplifikaci ¢asti genu pro 16S rRNA a mezerniku byly pouZity nasledujici
dvojice primeru:
a) primery pro direct PCR:
P1/P7; P1A/P7A; F1/B6; F2n/R2; fU5/rU3; pc399/pcl694; 16R758F/16R1232R;
P1/U3; 16R758F/P7; 16R758F/P7A; P1A/U3; F1/R0; AP13/AP10; rpAP15f/rpAP15r
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b) kombinace primerti pro nested PCR:
P1/P7 — F2/R2
P1/P7 — F1/B6
AP13/AP10 —AP14/AP15
Pro amplifikaci genu 23S byly pouzity tyto primery:
direct P4/P7; P1/Tint; P23/A23R3; P7/A23R3.
Pro amplifikaci genu secA byly pouzity tyto primery:
a) direct PCR: SecAforl/ SecArev3
b) nested PCR: SecAfor2/ SecArev3
Reakéni smés pro jeden vzorek obsahovala:

Master mix (MM) 12,5 ul (Fermentas)

Primer (1) 0,5 ul
Primer (2) 0,5 ul
H.0 10,5 pl
DNA izolat 1,0 pl (20 ng)

Pouzité primery byly nafedény na koncentraci 100 pmol-pl™.

3.3.2 Pouzité amplifikacni programy

Pro amplifikaci DNA (Mini Cycler™ MJ Research) byly pouZity rizné programy,

lisici se v teploté piisedani primert, v casovém schématu a poc¢tu opakovani cykli, a to:

a) Schaff a kol., 1992
— pocatecni denaturace pii 94 °C, 2 min
— vlastni cyklus opakovany 35-krat:  denaturace pii 94 °C, 1 min
annealing pti 50 °C, 2 min
extension pii 72 °C, 3 min
— dosyntetizovani fetézct pti 72 °C, 10 min.
Program byl pouzit pro PCR s primery P1/P7; F1/B6; F2n/R2; fU5/rU3; 16R758F/
16R1232R; 16R758F /P7; 16R758F /P7A; P1/U3; P1A/U3; F1/RO0.

b) Jarausch a kol., 2000

— pocatecni denaturace pii 95 °C, 1 min

— vlastni cyklus opakovany 40-krat:  denaturace pii95 °C, 15 s
annealing pii 58 °C, 15 s
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extension pfi 72 °C, 1 min
— dosyntetizovani fetézct pti 72 °C, 4 min.

Program byl pouzit pro PCR s primery AP13/AP10; AP14/AP15.

c) Martini a kol., 2006

— pocatecni denaturace pii 94 °C, 2 min

— vlastni cyklus opakovany 40-krat:  denaturace pii 94 °C, 1 min
annealing pii 55 °C, 45 s
extension pii 72 °C, 90 s

— dosyntetizovani fetézct pii 72 °C, 8 min.

Program byl pouzit pro PCR s primery rpAP15f/rpAP15r.

d) Lee a kol., 2004

— pocatecni denaturace pii 94 °C, 2 min

— vlastni cyklus opakovany 35-krat:  denaturace pti 94 °C, 1 min
annealing pti 55 °C, 2 min
extension pii 72 °C, 3 min

— dosyntetizovani fetézct pii 72 °C, 10 min.

Program byl pouzit pro PCR s primery PLA/P7A.

e) Skrzeczkowski a kol., 2001

— pocatecni denaturace pii 95 °C, 10 min

— vlastni cyklus opakovany 33-krat:  denaturace pii 94°C, 30 s
annealing pii 60°C, 1 min
extension pii 72°C, 2min

— dosyntetizovani fetézct pii 72 °C, 10 min.

Program byl pouZit pro primery pc399/pc1694.

f) Guo a kol., 2000

— pocateéni denaturace pii 94 °C, 2 min

— vlastni cyklus opakovany 35-krat:  denaturace pti 94 °C, 1 min
annealing pfi 60 °C, 2 min
extension pii 72 °C, 3,5 min

— dosyntetizovani fetézcl pii 72 °C, 10 min.

Program byl pouZit pro primery P4/P7, P23/A23R3, P7/A23R3.
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g) Smart a kol., 1996

— pocatecni denaturace pii 94 °C, 2 min

— vlastni cyklus opakovany 30-krat:  denaturace pii 94 °C, 1 min
annealing pfi 56 °C, 1 min
extension pii 72 °C, 2 min

— dosyntetizovani fetézct pii 72 °C, 10 min.

Program byl pouzit pro PCR s primery P1/Tint.

h) Hodgetts a kol., 2008

— pocatecni denaturace pii 94 °C, 2 min

— vlastni cyklus opakovany 35-krat:  denaturace pti 94 °C, 30 s
annealing pti 53 °C, 60 s
extension pi1 72 °C, 90 s

— dosyntetizovani fetézct pti 72 °C, 10 min.

Program byl pouZit pro PCR s primery SecAforl/SecArev3.

3.3.3 Sekvence pouZitych primeri

P1 5" AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 3" (Deng a Hiruki, 1991)

P7 5" CGTCCTTCATCGGCTCTT 3" (Schneider a kol., 1995)

P1A 5" ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC 3" (Lee a kol., 2004)

P7A 5" CCTTCATCGGCTCTTAGTGC 3" (Lee a kol., 2004)

F2n 5" GAAACGACTGCTAAGACTGG 3’ (Gundersen kol., 1996)

R2 5" TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG (Lee a kol., 1993)

FI(I) 5" TAAAAGACCTAGCAATAGG 3’ (Lee a kol., 1994)

R1(l) 5 CAATCCGAACTGAGACTGT 3’ (Lee a kol., 1994)

F1 5" AAGACGAGGATAACAGTTGG 3’ (Davis a Lee, 1993)

B6 5" TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG 3" (Padovan a kol., 1995)

RO 5" GGATACCTTGTTACGACTTAACCCC 3’ (Lee a kol, 1993)

fUS 5" CGGCAATGGAGGAAACT 3’ (Lorenz a kol., 1995)

rU3 5" TTCAGCTACTCTTTGTAACA 3’(Lorenz a kol., 1995)

pc399 5" AACGCCGCGTGAACGATGAA 37 (Skrzeczkowski a kol., 2001)
pcl694 5" ATCAGGCGTGTGCTCTAACC 3" (Skrzeczkowski a kol., 2001)
16R758F 5" GTCTTTACTGACGCTGAGGC 3" (Gibb a kol., 1995)
16R1232R 5" CTTCAGCTACCCTTTGTAAC 3’ (Gibb a kol., 1995)
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AP13 5" CTACAGATTTCACACATTGG 3’ (Jarausch a kol., 1994)

AP10 5" TTTTCACAACGTATTCCGCC 3’ (Jarausch a kol., 1994)

AP14 5" CAGATTTCACACATTGGTTAT-3' (Casati a kol., 2010)

AP15 5" ATTTTTGTTGTTTTCTACCCAT-3' (Casati a kol., 2010)
rpAP15f 5" AGTGCTGAAGCTAATTTGG 3’ (Martini a kol, 2006)
rpAP15r 5' TGCTTTTTATAGCAAAAGGTT 3’ (Martini a kol, 2006)

Tint 5" TCAGGCGTGTGCTCTAACCAGC 3’ (Smart a kol., 1996)
SecAforl 5"GARATGAAAACTGGRGAAGG 3’ (Hodgetts a kol., 2008)
SecAfor2 5" GAYGARGSWAGAACKCCT 3’ (Hodgetts a kol., 2008)
SecArev3 5" GTTTTRGCAGTTCCTGTCATNCC 3" (Hodgetts a kol., 2008)
A23S3R3 5" ACTTACACACCTGGCCTATCAACC 3’ (Guo a kol., 2000)
P23S5F3 5" GTGGATGCCTTGGCACTAAGAGCC 3’ (Guo a kol., 2000).

3.4. Analyza polymorfismu délkovych fragmenti (RFLP)

Pro orienta¢ni urceni fytoplazem ve vzorcich byla pouzita jednoducha, ale
spolehliva analyza polymorfismu délkovych fragmentti. K reakci byl pouzit enzym
Msel a Sspl, které jsou vhodné pro Stépeni fragmentii DNA naamplifikovanych PCR
s pouzitim PCR primert F2n/R2. Enzym Msel (BioLabs) stépi DNA v pozici T|TAA,
enzym Sspl (Fermentas) v misté¢ AAT |ATT.

SloZeni reak¢éni smési a teplota nutnd k inkubaci byla dodrzena podle navodu
doporuceného vyrobcem. U vzorki, u nichz byl vysledek PCR slaby, bylo pouZzito vice
PCR produktu (3-4 pl).

Pro vertikalni elektroforézu byl pouzit polyakrylamidovy gel: 6 ml H,O; 0,837 ml
TBE 10x; 1,75 ml (N,N’-methylenbisakrylamidu, roztok 29:1, AA); 129,1 ul amonium
persulfatu (APS); 5 yl TMD (N,N,N’,N’-tetramethyletylendiamin).

Do jamek gelu byla nanesena nastépena smés spolu s 3 pl barvy (Blue/Orange).
Pouzit byl marker 100 pb v mnozstvi 0,6 yl na 1 jamku. Elektroforéza probihala pti
145V po dobu 90 min. Gel byl nasledné¢ barven v roztoku piipraveném z 30 ml
destilované vody a 3 pl barviva GelRed. Vizualizace vysledkii byla umoZnéna

osvicenim gelu UV transilumindtorem.
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3.5. Sekvencovani

Vzorky uréené k sekvencovani bylo nutné zbavit primert, nukleotidd, polymerazy
a soli. VétSina vzorkl byla ptecisténa z PCR produktu, u nékolika vzorkti bylo nutné
purifikovat fragmenty vyfiznuté z agardézového gelu. Pro piecisténi produktd byly
pouzity kity QIAquick a postup doporuceny vyrobcem. Takto pieCisténa DNA byla

pouzita pro pripravu vzorku na sekvenacéni reakci.

3.5.1. Purifikace DNA

a) Precisteni DNA fragmentii z PCR produktu pouzitim kitu QIAquick (QIAGEN):
vSechny centrifugacni kroky byly provadény pii 14000 rpm v nechlazené stolni

centrifuze

-k jednomu objemu PCR vzorku bylo pfidano pét objemil pufru PBI

- na QIAquick kolonku umisténou do 2 ml sbérné zkumavky byla nanesena
promichana smés vzorku s pufrem

- pro navazani vzorku byla kolonka centrifugovana 60 s

- protekla ¢ast byla odstranéna a QIAquick kolonka znovu umisténa zpét do sbérné
zkumavky

-k promyti bylo naneseno 750 pl pufru PE na QIAquick kolonku, nasledovala
centrifugace 60 s

- po odstranéni protekl¢ frakce byla kolonka umisténa zpét do sbérné zkumavky
a znovu centrifugovana 2 min

- QIAquick kolonka byla umisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky

- na stfed membrany bylo naneseno 30 ul elution pufru, po minuté stani byla
zkumavka s kolonkou centrifugovéana 60 s

Tento pracovni postup umoznil ziskat pfiblizn¢ 28 pl piecisténé DNA.

b) Precisténi DNA fragmentii z agardzového gelu pouzitim kitu Quiaquick:

- vSechny centrifugaéni kroky byly provadény pii 14000 rpm v nechlazené stolni
centrifuze

- fragment DNA byl z agar6zového gelu vyfiznut sterilnim, ostrym skalpelem

-k jednomu objemu gelového platku zvazenému ve zkumavce (100 mg ~100 ul) byly
ptidany tfi objemy pufru QG

- smés byla inkubovana piti 50 °C 10 min (nebo déle, do rozpusténi gelu)

- ke vzorku byl pfidan 1 objem isopropanolu a smés latek byla promichdna
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- na QIAquick kolonku umisténou ve 2 ml sbérné zkumavce byl nanesen vzorek,
centrifugace 1 min

- protekla ¢ast byla odstranéna a kolonka umisténa zpét do sbérné zkumavky

- na kolonku bylo naneseno 0,5 ml pufru QG a centrifugovano 1 min

- na promyti bylo do kolonky napipetovano 0,75 ml Pufru PE a centrifugovano 1 min

- protekla cast byla odstranéna a zkumavka s kolonkou znovu centrifugovana 1 min

- kolonka byla umisténa do 1,5 ml zkumavky, pfimo na kolonku bylo pifidano 30 pl
pufru PE a po 1 minuté€ stani znovu nasledovala centrifugace 1 min

Objem precisténé DNA byl ptiblizné 28 pl.
Pro kontrolu kvality takto piecisténé DNA byl vzorek nanesen na tenky, 1 % agaro-

zovy gel obarveny GelRedem (1 pl barviva na 1 ml gelu), a to v objemu 3 pl vzorku do

jamky. Vizualizace byla umoznéna ozaienim gelu UV svétlem.

PreciStény DNA produkt byl pfipraven pro sekvenacni reakei takto:

- podle sily bandu bylo pouzito adekvatni mnozstvi vzorku — 2 pl v ptipadé velmi
kvalitniho produktu az po 6 ul, pokud byl na kontrolnim gelu band malo zietelny
-z kazdého vzorku byly k sekvencovani ptipraveny vzorky dva, kazdy s jednim

Z dvojice primert, primer byl piidan v objemu 0,5 pl
- mnozstvi vzorku byl doplnén ultradistou vodou tak, aby jeho vysledny objem byl

piesné 7,5 ul.

C) Proces sekvencovani

Takto ptipravené vzorky byly piedany k sekvencovani do Laboratofe genomiky
Ustavu molekularni biologie rostlin (Ing. Moravcova). Sekvencovani bylo provedeno
pristrojem ABI PRISM 3130xl firmy Applied Biosystems. Princip analyzy timto
piistrojem vychazi ze Sangerovy enzymatické metody.

Vysledna data ze sekvenaéni analyzy, ktera byla laboratoii elektronicky zaslana ve

formatu *.abi, byla dale zpracovana pomoci programu Vector NTI (ContigExpress).

3.6. Priprava reagencii

a) Grinding pufr (250 ml)

sacharoza 259
PVP (polyvinylpyrrolidon) 5¢
BSA (hovézi sérovy albumin) 0,365¢
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K2HPO4 4,14 g

KH,PO4 1,025 g

Na 100 ml pufru bylo pfidano 0,53 g kyseliny askorbové. Bylo nutné upravit na
hodnotu pH 7,6 pomoci roztoku NaOH. Hotovy pufr byl uchovavan pfti teploté 4 °C.

b) Extrakcni pufr (300 ml)

Tris-HCI 1,211 ¢
EDTA (C10H14N208Na2 : Hzo) 3,722 g
NaCl 1,416 ¢

c) CTAB/NaCl pufr

NaCl 4,19
H.0 80 ml
CTAB (cetyldimethylethylammonium bromid) 109

d) TBE 10x pufr (500 ml)

Tris (C4H11N03) 54 g
kyselina borita 27,59
0,5 MEDTA 20 mi

Destilovanou vodou byl roztok doplnén na objem 500 ml. Bylo nutné upravit pH na

hodnotu 8,2.

e) TBE 1x (500 ml)
TBE 10x 50 ml

Roztok bylo nutné doplnit destilovanou vodou do objemu 500 ml.

f) APS (amonium persulfat)
0,1 g APS bylo rozpusténo v 1 ml vody.

g) Barva pro elektroforézu na agarézovém gelu
1 ml glycerolu

200 pl 10x TBE

800 ul vody

200 pl roztoku bromfenylové modii

Smeés latek ve zkumavce byla diikladné promichéna.
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4. Vysledky a diskuze
Nasledujici pasaZ o rozsahu 3 stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsaZena

pouze V archivovaném origindle diplomové prace uloZeném na Prirodovédecké

fakulté.
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5. Zavér

Od z4i1 2009 do biezna 2010 bylo na oddéleni rostlinné virologie BC AV CR, v.v.i.,
UMBR zkoumano celkem 73 vzorkil (40 vzorkd jetele, 26 vzorkd hrusni, 4 vzorky
jablong, 2 vzorky merunky a 1 vzorek vinky). Pfitomnost fytoplazem byla pomoci PCR
jednoznacné prokazana ve 39 piipadech. Pomoci RFLP s enzymy Msel a Sspl bylo
zjisténo, ze testované vzorky jetele a vinky byly napadeny fytoplazmou fylodie jetele
(16Sr 1-C), u hrusni byla prokazana infekce fytoplazmou chiadnuti hrusni (16Sr X-C).
Jablon¢ byly napadeny fytoplazmou proliferace jabloné¢ (16Sr X-A) a u obou
testovanych vzorkd merunék byla zjisténa fytoplazma evropského Zloutnuti peckovin
(16Sr X-B).

Pro sekvencovani bylo vybrano pét vzorkd: dva vzorky hrusni, jeden vzorek
jablong, vinky a meruiiky. Sekvencovan byl gen 16S rDNA, oblast mezerniku, gen 23S
rDNA a gen secA. Gen 16S rDNA s prilehlou oblasti sahajici az do tseku genu 23S
rDNA byl osekvencovan u v§ech vybranych vzorkt. Gen SeCA se podafilo osekvencovat
pouze u 3 vzorkl, a to jednoho izolatu hrusné, jabloné¢ a meruiiky. Tento gen dosud
ze zadného izolatu 'Ca. Phytoplasma pyri” osekvencovan nebyl, proto je tento vysledek
prace povazovan za velmi vyznamny. U genu seCA 'Ca. Phytoplasma prunorum’
osekvencovaného z izolatu merunky byla zjisténa odlisnost v 18 nukleotidech v porov-
nani se sekvencemi dostupnymi v GenBank, coz v pomérné¢ kratkém useku (360 bp)
pfedstavuje variabilitu v 5% bazi. Oblast genu seCA z uvedeného izolatu proto bude
predmétem dalSiho zkoumani. Gen 23S rDNA byl u vSech vzorki naamplifikovan
pomoci PCR primert, sekvence tohoto genu se vSak nepodafilo ziskat ani z jednoho
testovaného izolatu.

Vsechny sekvence, které byly v ramci této diplomové prace zjistény, byly zaslany
do genové databaze NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information, USA).

V blizké dobé budou do této databaze zatazeny.
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Piiloha 1: Predbéziny vypis obdrieny z the GenBank; hruSeri ¢. 221/2010, gen SeCA

Preliminary GenBank flatfiles
The GenBank Submissions Staff
Bethesda, Maryland, USA
LOCUS Seqgl 361 bp DNA linear BCT
18-APR-2011
DEFINITION Candidatus Phytoplasma pyri.
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE Candidatus Phytoplasma pyri
ORGANISM Candidatus Phytoplasma pyri
Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrX (Apple
proliferation group).
REFERENCE 1 (bases 1 to 361)
AUTHORS Cermakova,H. and Franova,J.
TITLE 1
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 361)
AUTHORS Cermakova,H. and Franova,J.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (18-APR-2011) Plant Virology, BC ASCR v.v.i.
IPMB,
Branisovska 31, Ceske Budejovice, Czech Republic 370 05,
Czech
Republic
COMMENT Bankit Comment: LocalID:Seql.
Bankit Comment: bankit1447960.
Bankit Comment: BankIt ID:1447960.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..361
/organism="Candidatus Phytoplasma pyri"
/mol type="genomic DNA"
/isolate="221/2010"
/isolation source="leaf midribs and phloem"
/host="Pyrus communis"
/db xref="taxon:47566"
/country="Czech Republic"

-42 -



BASE

/subgroup="16Sr X-C"

/note="extrachromosomal

[uncultured

gene <1..>361

/gene="secA"

CDS <1..361

COUNT: 148

ORIGIN

1
61
121
181
241
301
361

tttaaaaaca
aaagggtata
tgcacaatta
caaagattat
tttaaaaggc
tactattaaa

t

/gene="secA"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="secA"

a 38 c

atcatttata
aataaagcag
ttacatcgta
ttagttgtaa
cgtcaattta

cctgaaacta

40 g

135 t

tttattgatt
aaaatttttt
ttaagaatgc
aagataaaat
gtaatggttt
ctatttcagc

-43-

ttagaaaact
tcaaataaat
tttaaaagct
attgattatt
acatcaagct

cactattact

aaaactattg
aatttatata
ttttttttaa
gatgaattta
ttagaagcta

tatcaaaatt

(with species-specific primers)]"

aattaaccga
atattaatca
tgcataataa
caggtagaat
aagaaagagt

tttttcgtct



Priloha 2: PredbéZny vypis z the GenBank; hruSen ¢. 357/2010, gen 16S rRNA

Preliminary GenBank flatfiles

The GenBank Submissions Staff
Bethesda, Maryland, USA

LOCUS Seql 1574 bp rRNA linear BCT
06-APR-2011
DEFINITION Candidatus Phytoplasma pyri chromosome 16S rDNA and
16S/23S rDNA
spacer region.
ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE Candidatus Phytoplasma pyri
ORGANISM Candidatus Phytoplasma pyri
Bacteria; Tenericutes; Mollicutes; Acholeplasmatales;
Acholeplasmataceae; Candidatus Phytoplasma; 16SrX (Apple
proliferation group).
REFERENCE 1 (bases 1 to 1574)
AUTHORS Franova,J. and Cermakova,H.
TITLE Candidatus Phytoplasma pyri 16S rRNA gene, tRNA-Ile gene
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1574)
AUTHORS Franova,J. and Cermakova,H.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (06-APR-2011) Plant Virology, BC ASCR v.v.1i.
IPMB,
Branisovska 31, Ceske Budejovice, Czech Republic 370 05,
Czech
Republic
COMMENT Bankit Comment: bankitl1445510.
Bankit Comment: BankIt ID:1445510.
Bankit Comment: LocallID:Seql.
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..1574
/organism="Candidatus Phytoplasma pyri"
/mol type="rRNA"
/isolation source="Pyrus communis"
/host="Pyrus communis"
/db xref="taxon:47566"
/chromosome="16S rDNA and 16S/23S rDNA spacer
region"
/country="Czech Republic"
/subgroup="16Sr X-C"
/note="[uncultured (with species-specific
primers) "
rRNA <1..1392
/gene="16S rRNA"
/product="16S ribosomal RNA"
misc RNA 1393..1463
/product="intergenic spacer, IGS"
tRNA 1464..1540
/gene="tRNA-Tle"
/product="tRNA-Tle"
misc RNA 1541..>1574
/product="intergenic spacer, IGS"
BASE COUNT 476 a 282 ¢ 417 g 399 t
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ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

cagttggaaa
agacccgcaa
cggcttacca
gagatacggc
ctctgaccga
aaagaagaaa
actatgtgcc
gtaaagggtg
atgctataga
gtaaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
tccgectgag
agcggtggat
actctgcaaa
tcgtcagcectc
tagttaccat
tggggattac
ctgttacaaa
tcggattgaa
catgtcgtgg
gacaataccc
atgattgggg
tttctaagga
aagataaaaa
aagcgtgagg
agctctttga

cgactgctaa
gggtatgctg
agaccatgat
ccaaactcct
gcaacgccgc
aaatgatgga
agcagctgcg
cgtaggcggt
aactgtttga
taaagatatg
gcacgaaagc
gagtactaag
tagtacgtac
catgttgttt
gctatagaaa
gtgtcgtgag
catttagttg
gtcaaatcat
gagtagctga
gtctgcaact
tgaatacgtt
gaaaccagta
ttaagtcgta
aaatatcatc
ttaataatgg
tcgatggttc
aaag

gactggatag
agagatgggc
gtgtagctgg
acgggaggca
gtgaacgatg
aaaatcattc
gtaatacatg
ttaataagtc
ctagagttgg
gaggaacacc
gtggggagca
tgttgggtta
gcaagtatga
aattcgaaga
tatagtggag
atgttgggtt
ggcactttag
catgcccctt
agcgtgagtt
cgacttcatg
ctcggggttt
gcctaacttg
acaaggtatc
ttcagttgtg
ccggggcecta
gagtccattt
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gaagttttaa
ttgcggcaca
actgagaggt
gcagtaagga
aagtatttag
tgacggtatt
gggggcaagce
tatggtctaa
atagaggcaa
agtagcgaag
aacaggatta
aaccagtgct
aacttaaagg
tacacgaaaa
gttatcaggg
aagtcccgca
tgagactgcc
atgacctggg
tttagcaaat
aagtcggaat
gtacacaccg
caaaagaggg
cctaccggaa
aaagacttaa
tagctcagtt
aggcccacca

ggcatcttga
ttagttagtt
tgaacggcca
attttcggca
gtatgtaaag
taatgaataa
gttatccgga
gttcaacgct
gtggaattcc
gcggcttgcet
gataccctgg
gaagttaacg
aattgacggg
accttaccag
atacaggtgg
acgagcgcaa
aatgataaat
ctacaaacgt
ctcaaaaaaa
cgctagtaat
cccgtcaaac
aactgtctaa
ggtggggatg
aaaaaagttt
ggttagagca
aaatatttat

aacttttaaa
ggtaaggtaa
cattgggact
atggaggaaa
ttcttttatt
gccccggcta
tttattgggc
taacgttgtg
atgtgtagcg
gggtcttaac
tagtccacgc
cattaagtac
actccgcaca
gtcttgacat
tgcatggttg
cccttatcgce
tggaggaagg
gatacaatgg
cagtctcagt
cgcgaatcag
catgaaagtt
ggtagggttyg
gatcacctcc
tttatttttt
cacgcctgat
tttaaaaaaa



Priloha 3: Vysledek porovndni sekvence genu 16S a prilehlé oblasti vzorku hrusné ¢.
357/2010 s nejpiibuznéjsi sekvenci nalezenou v genové databazi NCBI pomoci
vyhledavace BLASTu

>emb |AJ542543.1| Candidatus Phytoplasma pyri 16S rRNA gene, tRNA-
Ile gene and

23S rRNA gene (partial), strain PD1

Length=1785

Score = 2902 bits (1571), Expect = 0.0
Identities = 1574/1575 (99%), Gaps = 1
Strand=Plus/Plus

/1575 (0%)

Query 1 CAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTTAAAAA 60

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrr et rrr et e e e e e e e e
Sbjct 130 CAGTTGGAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTTAAAAA 189

Query 61 AGACCCGCAAGGGTATGCTGAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTGGTAAGGTAA 120

FEEEEEErrrrrrr et ettt e e et e e e e e e e e
Sbjct 190  AGACCCGCAAGGGTATGCTGAGAGATGGGCTTGCGGCACATTAGTTAGTTGGTAAGGTAA 249

Query 121 CGGCTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACT 180

FEEEEErrrrrrrr et ettt e e e e e e e e e e e
Sbjct 250  CGGCTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGGACT 309

Query 181 GAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGARAA 240

FEEEEEErrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
Sbjct 310  GAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATTTTCGGCAATGGAGGAAA 369

Query 241 CTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTTATT 300

FEEEEEErrrrrrr e ettt e e e e e e e e e e e e
Sbjct 370  CTCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTICTTTITATT 429

Query 301  AAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCGGCTA 360
FEEEEEErrrrr et ettt e et e e e e e e e e e e
Sbjct 430  AAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCGGCTA 489

Query 361  ACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGC 420
FEErrrrrrrrrrrrrrr et et e et et r e e e
Sbjct 490  ACTATGTGCCAGCAGCTGCGGTAATACATGGGGGGCAAGCGTTATCCGGATITATTIGGGC 549

Query 421  GTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCTTAACGTTGTG 480
FEEEErrrrrrrrrrrrr e et et e e e e et e e e e et
Sbjct 550  GTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTITAATAAGTCTATGGTCTAAGTTCAACGCTTAACGITGTG 609

Query 481 ATGCTATAGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCG 540

PEEEEEEr e rrrrrrrrrrerere e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 610  ATGCTATAGAAACTGTTTGACTAGAGTTGGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTAGCG 669

Query 541 GTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAAC 600

PEEEEEErrr e rrrrrrererererrr e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 670  GTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAAC 729

Query 601 TGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC 660

FEEEEEEErr e e e et e et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 730  TGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGC 789

Query 661 CGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGTAC 720

FEEEEEEEEr e et e et et et e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 790  CGTAAACGATGAGTACTAAGIGTTIGGGTTAAACCAGTGCTGAAGTTAACGCATTAAGTAC 849
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TCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACA

FEErrrrrrrrrrrr e et et e e e e e e e e e e e e e
TCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGCACA

AGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACAT

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e
AGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCTTGACAT

ACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGTGCATGGTTG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrt et et et e e e e e e e e
ACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGT TATCAGGGATACAGGTGGTGCATGGTTG

TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGC

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrrr et et et e e e e e e e e e
TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCGC

TAGTTACCATCATTTAGTTGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTGGAGGAAGG

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrer et et rr e e e e e
TAGTTACCATCATTTAGTTGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTGGAGGAAGG

TGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGG

FrErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrrr e e et et e e e e e e
TGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACAAACGTGATACAATGG

CTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCaaaaaaaCAGTCTCAGT

FErrrrrrrrrerrreerrrrrrererrrrr et e et et r e e e
CTGTTACAAAGAGTAGCTGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTCAGT

TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAG

FEErrrrrrrrrrrrrrrr et et et et e e e e e e et e e
TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGT CGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAG

CATGTCGTGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCAAACCATGAAAGTT

FEErrrrrrrrrerrr e et e e e e e e e e e e e et e e
CATGTCGTGGTGAATACGTTCTCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATGAAAGTT

GACAATACCCGAAACCAGTAGCCTAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTG

FEErrrrrrrrrerrr e et e e e e e e e e e e e et e e
GACAATACCCGAAACCAGTAGCCTAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTG

ATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCC

FEErrrrrrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e e e e e
ATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACCTCC

TTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGTTGTGAAAGACTTaaaaaaaaGttttttatttttt

FEErrrrrrr et rr e et e e e e e e e e e e e et el
TTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TGTGAAAGACTTAAAAAAAAGTTTTTTATTTTITT

AAGATAAAAATTAATAATGGCCGGGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCTGAT

R e R R R R R R
AAGATAAAAATTAATAATGGCCGGGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCTGAT

AAGCGTGAGGTCGATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCAAAAITATTTATTTTdaaaaa

R R R R R R
AAGCGTGAGGTCGATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCAAAAATATTTATTTTAAAAAA

2aGCTCTTTGAAAAG 1574

FEEEETTTEEEErrd
AAGCTCTTTGAAAAG 1704
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Priloha 4: Obrazova cast

M A 20808 086, D B 3,10 1 12 13 M 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

P23/A23R3 P23/A23R3

Obr. 1: Polymerazova fetézova reakce (PCR) vybranych izolatd. Direct PCR s primery
P23/A23R3. Fragmenty byly separovany horizontdlni elektroforézou v agar6zovém

gelu.

Vysveétlivky k obr. 1.
M—100 pb marker (velikost fragmentti odshora smérem dolid: 1500, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 50)

¢. vzorku nazev vzorku
1,2,34 vinka 11/6

5 voda (negativni kontrola)
6,7,8 jablon 137/2010

9 voda

10, 11, 12, 13 hrusen 357/2010
14 voda

15, 16, 17, 18 meruiika 143/2010
19 voda

20, 21, 22, 23 hrusen 221/2010
24 voda
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Obr. 2: Analyza délkového polymorfismu restrikénich fragmenti (RFLP) 16Sr DNA
izolatd fytoplazem po amplifikaci primery F2n/R2. Stépeni enzymem Msel. Fragmenty

byly separovany vertikalni elektroforézou v polyakrylamidovém gelu.

Vysveétlivky k obr. 2:

¢. vzorku nazev vzorku

CPh clover phyllody; pozitivni kontrola
1 jablon 137/2010

2 hrusen 357/2010

3 vinka 11/6

4 merunika 143/2010

M — 100 pb marker (vizte obr. 1)
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Obr. 3: Plody merunky (Prunus armericana) odriady "Hatif Colomer” infikované
fytoplazmou ESFY (vpravo), ve srovnani s plody zdravého stromu (vlevo). Prevzato

Z Navratil a Fialova, 2008. Foto Tomas Necas.
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Obr. 4: Fytoplazmové ¢astice v rostlinné butice. Snimek z elektronového mikroskopu.

Foto Jana Franova.

Obr. 5: Zdrava rostlina barvinku rizového (Catharanthus roseus) (vlevo) a detailni
snimek kvétu barvinku infikovaného fytoplazmou clover phyllody (vpravo). Na infiko-
vané rostlin€ je patrna zelenokvétost a zietelnd deformace kvétnich organii (prodlouzeni

kali$nich listk®r). Foto Jana Franova.
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