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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zamétruje na charakteristiku fytoplazmy proliferace jabloné

("' Candidatus Phytoplasma mali’) a jejtho vektora, meru Cacopsylla picta.

Teoreticka Cast prace je nejprve zameéfena na charakteristiku fytoplazem, jejich
klasifikaci a metody detekce. Nasledné je zde popsdna biologickd a molekularné genetickd
charakteristika fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’ a jejich hlavnich pfenaSecu

Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura.

V experimentalni Casti bakalarské prace bylo pracovano se 45 vzorky mer Cacopsylla
picta pochazejicimi ze Ctyt lokalit na Moravé. Pomoci Sangerova sekvenovani CPF4/CPR4
PCR amplikonti byly ziskany parcialni sekvence COI u 26 jedincti Cacopsylla picta o délce cca
700 bp. Naslednym vyhodnocenim studovanych vzorkd pomoci p-distance metody byla
u vétSiny vzorkl zjisténa 99-100% identita COI nukleotidové sekvence se sekvencemi
Cacopsylla picta puvodem z Itdlie ziskanymi z databaze GenBank. Pomoci fylogenetické
analyzy byla prokazana homogenita genotypu studovanych jedinci bez ohledu na jejich

geograficky puvod, ktefi se rozdélili do dvou fylogenetickych skupin.
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ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on the characterization of the proliferating phytoplasma of

apple (‘' Candidatus Phytoplasma mali') and its vector, the psyllid Cacopsylla picta.

The theoretical part of the thesis is first focuses on the characteristics of phytoplasmas,
their classification and detection methods. Subsequently, the biological and molecular genetic
characteristics of the phytoplasma 'Candidatus Phytoplasma mali’ and its main vectors

Cacopsylla picta and Cacopsylla melanoneura, are described.

In the experimental part of the bachelor thesis, 45 samples of Cacopsylla picta were
collected from four sites in Moravia. Using Sanger sequencing of CPF4/CPR4 PCR amplicons,
partial COI sequences were obtained for 26 individuals of Cacopsylla picta with lenght of about
700 bp. Evaluation of the samples studied using the p-distance method showed 99-100%
identity of the COI nucleotide sequences with Cacopsylla picta sequences from Italy obtained
from the GenBank database. Phylogenetic analysis confirmed the homogeneity of genotypes of
the individuals studied, regardless of their geographical origin and it allowed their

discrimination into two main phylogenetic clusters.
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1 UvVoD

Fytoplazmy jsou bakterie vyskytujici se ve floému rostlin. Nélezi do ttidy Mollicutes
a do rodu 'Candidatus Phytoplasma'.

Fytoplazmy vyvolavaji choroby u mnoha druhd rostlin, mezi ekonomicky
nejvyznamnéjsi choroby ovocnych dievin, zpusobené fytoplazmou, patii proliferace jabloné
(zpisobena fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma mali'), chfadnuti hrusné (zpusobena
fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma pyri') a Evropska zloutenka peckovin (zpusobena
fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma prunorum").

Zavaznym onemocnénim jabloni je proliferace jabloné zptisobend infekei fytoplazmou
'‘Candidatus Phytoplasma mali’. Hlavnim pfiznakem onemocnéni je proliferace, dal§imi
pfiznaky u vnimavych kultivarti jsou i zvétSeni palistii, chlor6za a Cervenani listl, snizena
velikost i kvalita plodd. Jejim hlavnim vektorem je v podminkdch Ceské republiky mera
Cacopsylla picta.

Bakalarska prace je zaméfena na molekularné-genetickou charakteristiku fytoplazmy
‘Candidatus Phytoplasma mali’, na molekularni detekci a genotypizaci jedinct jejiho vektora

Cacopsylla picta.



CILE PRACE

. Literarni reSerSe zamétfena na biologickou a molekularné-genetickou charakteristiku
fytoplazmy ovocnych dfevin 'Candidatus Phytoplasma mali' a jejich vyznamnych
vektoru.

. Molekularni detekce a genotypizace zastupct mery Cacopsylla picta za pouziti DNA
markeri, pomoci metody PCR a sekvenovani, bioinformaticka analyza ziskanych

sekvenc¢nich dat.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy, jsou jednoduché bakterie, fazené do tfidy Mollicutes. Jejich buniky maji
zaobleny az protahly tvar o velikosti 200-800 nm (Dot a kol., 1967), postradaji buné¢nou sténu
(IRPCM, 2004) a jsou obaleny pouze jednotkovou plazmatickou membranou. Velikost jejich
genomu se pohybuje od 530 do 1350 kb (Neimark a Kirkpatrick, 1993; Marcone a kol., 1999).
V genu pro 16S rRNA obsahuji jedinecnou, charakteristickou oligonukleotidovou sekvenci
5"-CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT-3" (IRPCM, 2004).

Fytoplazmy se vyskytuji ve floému rostlin a jejich pfenos je uskute¢iovan pomoci
hmyzich vektorq, ktefi nasavaji fytoplazmu spolu s floémem a timto zptisobem ji pfenaseji na
dalsi rostliny. Hmyz poté Casto ziistava infekcni po celou dobu svého zivota (Weintraub, 2006).
Fytoplazmy vyvoldvaji choroby u asi tisice druhi rostlin (Seemiiller a kol., 2002). Mezi
ekonomicky vyznamné choroby zemédélskych plodin zptisobené fytoplazmou mizeme zafadit
proliferaci jabloné (zpusobena fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma mali'), ktera je rozSifena
hlavné v Evropé, dale pak chiadnuti hrusné€ (zptisobena fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma
pyri') a evropskou zloutenku peckovin (zpusobena fytoplazmou 'Candidatus Phytoplasma

prunorum’) (Seemiiller a Schneider, 2004).

3.1.1 Klasifikace fytoplazem

Kwvili neschopnosti kultivace fytoplazem na zivnych médiich (v podminkach in vitro)
je jejich klasifikace obtizna (IRPCM, 2004). V soucasné dob¢€ je klasifikace fytoplazem
zalozena na dvou systémech, jejichz zakladem je geneticka variabilita genu pro 16S rRNA.
Pomoci prvniho a zaroven 1 historicky starsiho systému jsou fytoplazmy klasifikovany do 16Sr
skupin na zakladé RFLP analyzy 16S rDNA s pouzitim 17 restrikénich endonukleaz (napriklad
Msel, Alul, Rsal, Taql, HinfI a dalsi) (Lee a kol, 1998). Do této doby je takto popsédno tficet
Ctyfi 16Sr skupin a vice nez dvé sté podskupin (Bertaccini a kol., 2019; Davis a kol., 2017).
Pomoci druhého systému jsou fytoplazmy klasifikovany do provizorniho rodu 'Candidatus
Phytoplasma’ na zékladé€ analyzy sekvence genu 16S rRNA. Pro zafazeni do tohoto rodu musi
fytoplazma splnit nésledujici pravidla: popis druhu 'Candidatus Phytoplasma’ by mél
odkazovat na jedinecnou sekvenci genu 16S rRNA a ddle zastupce druhu musi vykazovat mensi
nez 97,5% podobnost s jakymkoliv dfive popsanym druhem. Nicméné nékteré noveé popsané
druhy nemusi tyto pozadavky spliiovat. Novy druh 'Candidatus Phytoplasma’ lze také popsat,

pokud ma vyssi nez 97,5% podobnost s jiz existujicim druhem, ale jedna se o prokazatelné



ekologicky oddélenou populaci. V tomto pripadé musi byt splnény nasledujici pozadavky:
fytoplazmy jsou pfenaseny odliSnymi hmyzimi vektory; li§i se okruhem svych pfirozenych
rostlinnych hostiteld a existuji dikazy o molekularni diverzité, ktera byla zjisténa pomoci DNA
hybridizace, analyzou dalSich gent nebo pfipadné sérologické reakce (IRPCM, 2004). Do
soucasnosti bylo takto prijato nebo navrzeno 48 druht 'Candidatus Phytoplasma’ (Jardim

a kol., 2021).

3.1.2 Genom fytoplazem

Genom fytoplazem je obvykle kruhovy, ale pro 'Candidatus Phytoplasma mali’,
‘Candidatus Phytoplasma pyri' a 'Candidatus Phytoplasma prunorum’ je charakteristicky
linearni chromozom (Kube a kol., 2008). Genom fytoplazem, jehoz velikost se pohybuje od
530 do 1350 kb (Neimark a Kirkpatrick, 1993; Marcone a kol., 1999), obsahuje pouze cca
25,5 % C+G bazi (Glass a kol., 2000), podobné je tomu u mykoplazmat (Glass a kol., 2000)
a endosymbiotickych bakterii (Tamas a kol.,, 2002; Wernegreen, 2002). Od zivocisnych
mykoplazmat se fytoplazmy odliSuji pfitomnosti mezerniku mezi 16S a 23S rDNA, jehoz
velikost je priblizné 300 bp (Bertaccini, 2007). Pro genomy fytoplazem je charakteristickd
pfitomnost repetitivnich genovych sekvenci, oznaCovanych jako potencidlni mobilni jednotky
(PMU) (Bai a kol., 2006), které pripominaji slozené replikativni transpozony, nebo variabiln{
mozaiky (SVM) (Jomantiene a kol., 2007).

S rozvojem molekularnich technik pfibyva kompletnich sekvenci genomu fytoplazem.
Prvni kompletni sekvence genomu byla ziskdna z kmene OY-M ‘Candidatus Phytoplasma
asteris’ v roce 2003 (Oshima a kol., 2004), dal§imi popsanymi genomy byly 'Candidatus
Phytoplasma asteris’ kmen AY-WB (Bai a kol., 2006), 'Candidatus Phytoplasma australiense’
kmen PAa (Tran-Nguyen a kol., 2008), 'Candidatus Phytoplasma mali’ kmen AT (Kube a kol.,
2008), 'Candidatus Phytoplasma australiense’ kmen SLY (Andersen a kol., 2013), 'Candidatus
Phytoplasma asteris’ kmen M3 (Orlovskis a kol., 2017) a 'Candidatus Phytoplasma ziziphi’
kmen jwb-nky (Wang a kol., 2018). V databazi GenBank je v souCasné dobé dostupnych

necelych 30 kompletnich sekvenci genomu fytoplazem.

3.2 Metody detekce fytoplazem

Biologické metody umoznily prvni pokusy o rozliSeni a klasifikaci fytoplazem podle
urcitych biologickych vlastnosti, jako je naptiklad okruh piirozenych rostlinnych hostitelti nebo
prenos pomoci hmyzich vektora (Acikgoz, 1989; Carraro akol., 1991; Chiykowski, 1991, Credi
a Santucci, 1992; Jarausch a kol., 2000a; Marcone a kol., 1997, 1999; Pastore a kol., 2001).



Dftive se detekce fytoplazem provadéla pomoci mikroskopie. K detekci fytoplazem
pomoci svételné mikroskopie se nejCastéji pouzivala metoda barveni DNA pomoci
fluorochromu DAPI (4',6-diamidin-2-fenylindol). Tato metoda je jednoduchd, rychld
a relativné levna. Slouzi ale jen k predbézné detekci, nelze diky ni urcit druh fytoplazem
(Seemiiller, 1976; Deeley a kol., 1979).

Dals$im moznym zpusobem detekce fytoplazem je vyuziti metod zalozenych na
sérologii, zejména vyuziti ELISA testu. Tato metoda poskytla spolehlivé;si detekci nez metody
zalozené na mikroskopii, ale kviili obtizné a Casové narocné vyrobé specifickych protilatek
a také jejich Spatné dostupnosti neni tato metoda Siroce pouzivana (Adams a kol., 2001).
Pomoci ELISA testu byla detekovana naptiklad fytoplazma RDY (Rice yellow dwarf
phytoplasma) (Chang a kol., 1995), fytoplazmy AY (Aster yellows phytoplasma) (Lin a Chen,
1986) nebo fytoplazma proliferace jabloné (Loi a kol., 2002).

Pro detekci fytoplazem doslo v dne$ni dobé k roz§ifeni pouzivani molekularnich metod.
NejCastéji  pouzivanymi molekularnimi metodami jsou DNA hybridizace, délkovy
polymorfismus restrikénich fragmentti (RFLP) a polymerazova fetézova reakce (PCR) (Nejat
a kol., 2013). Pro detekci fytoplazem se standardné€ pouziva piima PCR, ale kvili nizké
koncentraci fytoplazem v rostlin€ se ke zvyseni citlivosti pouziva “nested” PCR, kdy produkt
prvni reakce slouzi jako templat pro naslednou druhou amplifikaci (Andersen
a kol., 1998; Gundersen a kol., 1996; Heinrich a kol., 2001). ‘Nested” PCR sice zvysuje citlivost
a presnost reakce, ale zvySuje také riziko kfizové kontaminace a muize generovat falesné
pozitivni vysledky (Nejat a kol., 2013).

Novéji se intenzivné pouzivanou metodou detekce fytoplazem stala kvantitativni PCR,
oznacCovana jako Treal-time” PCR, ktera umoziuje sledovat zménu koncentrace PCR produktu
béhem jednotlivych cykld. Vyhodami této metody je krat§i doba analyzy, rychlé zpracovani
vzorkti a zvySena citlivost (Nejat a kol., 2013). ‘Real-time” PCR je zalozena na méfeni
emitované fluorescence béhem PCR amplifikace, pfi které se nejcastéji pouzivaji interkalacni
barviva nebo fluorogenni sondy. B&zné pouzivanym interkalacnim barvivem je SYBR green,
jeho nevyhodou ovSem je, ze se vaze nespecificky do jakékoliv dvouvldknové DNA, tim
ohrozuje presnost kvantifikace a mize vést k falesné pozitivnim vysledkim. Z fluorogennich
sond se nejCastéji pouzivaji sondy TagMan (Christensen a kol., 2012).

Zajimava je i metoda LAMP (loop-mediated isothermal amplification), kterd je ve
srovnani s metodami PCR levngjsi a citlivéjsi. Jedna se o izotermdlni amplifikaci probihajici za
konstantni teploty 60—65 °C s pouzitim 6—8 primerti a DNA polymerazy, ktera slouzi k detekci
patogenni DNA nebo RNA (Bhat a kol., 2013; Nagamine a kol., 2002).

5



3.3 'Candidatus Phytoplasma mali' - fytoplazma proliferace jabloné

Fytoplazma proliferace jabloné¢ (AP), kterou zptisobuje 'Candidatus Phytoplasma mali’,
je puvodcem vyznamné choroby rostlin v Evrop€, vyvolanou fytoplazmou (Seemiiller
a Schneider, 2004). Na zakladé RFLP analyzy 16S rRNA se fytoplazma proliferace jablon¢ fadi
do skupiny 16SrX-A (Lee a kol.,, 1998). V roce 2004 byla AP, na zakladé sérologickych
srovnani a diky rozdilim v okruhu pfirozenych hostiteld i pfenosu pomoci vektort, popsana
jako samostatny druh 'Candidatus Phytoplasma mali' (Seemiiller a Schneider, 2004). V Ceské
republice je fytoplazma proliferace jabloné podle zakona ¢. 326/2004 Sb. zafazena mezi
regulované $kodlivé organismy a jeji zavlékani a rozsitovani v CR je zakdzano.

3.3.1 Priznaky choroby zpusobené fytoplazmou proliferace jabloné

Stromy napadené fytoplazmou proliferace jabloné se Casto vyskytuji pobliz sebe
a vektofi postupné rozsifuji fytoplazmu na okolni stromy (Bliefernicht a Krczal, 1995).
Ptiznaky je nejlepsi vizualné hodnotit béhem sklizné, protoze naptiklad k vyvinuti ptiznakt na
plodech dochdzi na podzim. Pfiznaky by se ovSem mély hodnotit béhem celého vegetacniho
obdobi (OEPP/EPPO, 2020). Fytoplazma proliferace jablon€ vyvolava specifické (pfimo
souvisi s AP) a nespecifické (pokud se objevi samostatné nemusi byt spojeny s AP) pfiznaky.
Typicky specifickymi pfiznaky choroby jsou metlovitost, zvétSené a zubaté palisty (Seemtiller,
1990; Jarausch, 2007; Seemiiller a kol., 2011a). Jednim z nejvyraznéjSich nespecifickych
ptiznakd je Cervenani listd (Bovey, 1963). Nékteré odridy jabloni, jako napiiklad odrada
“Gala’, mohou misto Cervenani listi vykazovat pred sklizni chlorézu (Schmid, 1975; Mattedi
a kol., 2008a). Dalsim nespecifickym pfiznakem je pozdni a opakované kveteni (Kartte
a Seemiiller, 1988). Stromy napadené fytoplazmou proliferace jabloné casto vykazuji snizenou
vitalitu a obvod jejich kmene i prumér koruny jsou oproti zdravym stromtm viditeln€¢ mensi
(EPPO, 1997). Plody touto chorobou postizenych jabloni jsou mensi, maji delsi a tenci stopku
adochazi u nich ke zméné chuti a barvy, ¢imz se stavaji neprodejné (Kunze, 1976).
U napadenych stromii muzeme pozorovat men$i a kiehCi listy, tvorbu listovych ruzic
na vrcholech vétvi a snizenou hmotnost kofent, kterd je o cca 20—40 % mensi nez hmotnost
kofentl u zdravych stromi (Maszkiewicz a kol., 1980; CABI, 2021; EPPO, 1997). Stromy
napadené proliferaci jabloné vykazuji také zvySenou citlivost k napadeni padlim jabloné
(Podosphaera leucotricha) (Néméth, 1986). U vétsSiny kultivard infekce fytoplazmou

proliferace jablon¢ ale nevede k thynu napadeného stromu (Schaper a Seemiiller, 1984).



Koncentrace fytoplazmy proliferace jabloné se béhem roku méni. Fytoplazmy sidli ve
floému rostlin a jelikoz na konci vegetacniho obdobi (zac¢atek zimy) dochdzi v nadzemnich
Castech rostliny k Castecné degradaci floému, snizuje se zde 1 koncentrace fytoplazmy.
V kotenech nedochazi k této Castecné degradaci floému, a proto zde patogen preziva cely rok.
Koncem jara az zaCatkem léta, kdy dojde k znovuobnoveni funkce floému, dochdzi
k rekolonizaci nadzemnich ¢asti rostliny (Schaper a Seemiiller, 1984; Seemiiller a kol., 1984a,
1984b; Loi a kol., 2002; Pedrazzoli a kol., 2008; Baric a kol., 2011).

Bylo zjisténo, ze rostliny jsou chorobou proliferace jabloné ovliviiovany velmi rozdilné.
Podle stupné virulence se kmeny fytoplazem rozdéluji na avirulentni a mirné kmeny (chybéjici
nebo mirné pfiznaky, jako mirné az stfedni Cervenani listl a vzacné zvétSeni palistd), stiedné
virulentni kmeny (ovlivnéni vitality rostliny) a siln€ virulentni kmeny (silné ovlivnéni vitality)
(Seemiiller a Schneider, 2007).

Fytoplazmy se mohou vyskytovat v latentnim stddiu infekce, kdy na napadenych
stromech nezpusobuji typické ptiznaky, ale napadeny strom stale muze byt zdrojem infekce pro
dalsi rostliny. Toto obdobi latence, tedy obdobi od infekce rostliny do projevu prvnich ptiznaka,
muze pretrvavat i nékolik let. Baric a kol. (2007) v Jiznim Tyrolsku provedli studii, ktera méla
odhalit rozsah latentnich infekci v komerénim a v mladém jablofiovém sadu. Bylo odhaleno, ze
v komercnim sadu byla skute¢na mira infekce (ktera zde Cinila 3,8 %) vice nez dvakrat vétsi,
nez infekce zjisténd pouhym pozorovanim ptiznaku.

U jabloni kultivaru ‘Florina” byl pozorovan spontanni ustup pfiznakt - tento jev byl
popséan jako “phenomen of recovery” (Osler a kol., 2000). Tyto stromy ovS§em nebyly uplné
zbaveny fytoplazmy, pouze u nich doslo k vymizeni typickych pfiznak. 1 pres absenci
pfiznaki v nadzemnich Castech rostliny, je fytoplazmu stale mozné detekovat v kofenech
a jablon tedy i nadale zGstava infikovana a je mozné vegetativnim rozmnozovanim (naptiklad
pomoci roubovani kofen) fytoplazmu pfenaset (Carraro a kol, 2004). Po tomto
bezpriznakovém obdobi mize v nadzemnich castech stromu opét dojit k obnoveni pfiznaka

(Osler a kol., 2000; Carraro a kol., 2004; Seemiiller a kol., 1984b, 2010).

3.3.2 Ekonomicky vyznam fytoplazmy proliferace jabloné

Fytoplazma proliferace jabloné je ekonomicky vyznamny patogen, ktery v pripadé
epidemického vyskytu muze vést k obrovskym ztratdm na vynosech a k ekonomickym skodam
v oblasti péstovani jablek. Fytoplazma proliferace jabloné totiz snizuje mnozstvi a kvalitu
ploda, tyto plody byvaji mensi, neuplné vybarvené a maji horsi chut (CABI, 2021), coz

negativné ovliviiuje jejich prodejnost (Seemiiller a kol., 2011a). Za vypuknuti choroby v roce



2001 byly ekonomické ztraty v Italii odhadnuty na 100 milioni € a v Némecku na
25 miliont € (Strauss, 2009). V roce 2005 a 2006 celilo Jizni Tyrolsko, které je nejvetsi

souvislou oblasti pro péstovani jablek v Evropé€, masivnimu propuknuti choroby (Oettl, 2015).

3.3.3 Okruh hostiteli fytoplazmy proliferace jabloné

Do okruhu hostiteld fytoplazmy proliferace jabloné se tadi vétSina odrid jabloni
(Malus spp.), z nichz se za hlavni hostitele povazuji odridy Malus domestica L. a Malus pumila
MILL. Hostitele fytoplazmy proliferace jabloné rozdé€lujeme na ptirozené a experimentalni.

Malus baccata L., M. coronaria (L.) MILL., M. domestica, M. floribunda Siebold ex
Van Houtte, M. fusca (Raf.) Schneid., M. x gloriosa, M. ioensis (Wood) Britt., M. x platycarpa,
M. x purpurea, M. X robusta (Carricre) Rehder mohou byt infikovany fytoplazmou proliferace
jabloné vegetativnim rozmnozovanim pomoci roubti (Németh, 1986). U druhu Malus sieboldii
(Regel) Rehd. byla zji§téna rezistence proti 'Candidatus Phytoplasma mali’ (Seemiiller a kol.,
2008). Kromé& rodu Malus byla infekce fytoplazmy proliferace jabloné zaznamenana napriklad
i u hrusné obecné (Pyrus communis L.) nebo u révy vinné (Vitis vinifera L.) (viz Tabulka 1).
Experimentdlnim hostitelem fytoplazmy proliferace jabloné¢ je naptiklad tabak virginsky
(Nicotiana tabacum L.) (viz Tabulka 2).

Odrady jabloni, které napada fytoplazma proliferace jabloné, mizeme rozdélit na
citlivé, stfedné citlivé, vysoce citlivé a tolerantni vii¢i napadeni touto fytoplazmou. Za citlivé
jsou povazovany odriady “Belle de Booskop”’, “Gravestein’, ‘Golden Delicious” a "Winter
Banana” (CABI, 2021), mezi stfedné citlivé odrudy patii Tdared’, ‘McIntosh”, “Starking”
a “Starkrimson” (Németh, 1986). Nejmensi zastoupeni maji vysoce citlivé odrady, za které se
povazuje Florina“, "Prima” a “Priscilla” (Loi a kol., 1995) a za tolerantni vic¢i napadeni
fytoplazmy proliferace jabloné jsou povazovany druhy ‘Roja de Benejama” (CABI, 2021),
“Antonokova’, ‘Cortland’, “Spartan”, “Yellow transparent”, "Wealthy” (Németh, 1986). Odrudy
Prima’, ‘Florina” a Priscilla’, které jsou odolné vici strupovitosti (Venturia inaqualis), byly
odvozeny z odrud citlivych (mezi které se fadi ‘Golden Delicious”, “Starking Delicious”,

‘Mclntosh’, “Jonathan”, "'Rome Beauty” a "‘Malus floribunda 821°) (Kartte a Seemiiller, 1988).



Tabulka 1: Seznam pfirozenych hostitela fytoplazmy proliferace jabloné.

Latinské jméno

Ceské jméno

Celed’

Reference

Malus domestica Borkh.
Malus pumila Mill.
Pyrus communis L.
Pyrus pyrifolia Burm. f.

Prunus domestica L.
Prunus salicina Lindl.

Prunus armeniaca L.

Prunus avium L.
Prunus persica L.
Crataegus

Jacq.

Corylus avellana L.
Carpinus betulus L.

Convolvulus arvensis L.

Dahlia cultorum
Lilium spp. L.

Vitis vinifera L.

monogyna

jablon domaci
jablon nizka

hruseni obecna
hrusen asijska

slivon §vestka
slivonl vrbova

merunka obecna
tieSen ptaci
broskvon obecna
hloh
jednosemenny

liska obecna
habr obecny
svladec rolni
jifina

lilie

réva vinna

Rosaceae
Rosaceae
Rosaceae
Rosaceae

Rosaceae

Rosaceae

Rosaceae
Rosaceae

Rosaceae

Rosaceae

Betulaceae

Betulaceae

Convolvullaceae
Asteraceae
Liliaceae

Vitaceae

Seemiiller a Schneider, 2004
Bertamini a kol., 2002

Lee a kol., 1995

Lee a kol., 1995

Mehle a kol., 2007

Lee a kol.,, 1995; Barthel
a kol., 2020

Mehle a kol., 2007

Mehle a kol., 2007
Cieslinska a Morgas, 2010

Tedeschi a Alma, 2007

Marcone a kol., 1996a
Seemiiller, 2002; Barthel
a kol., 2020

Seemiiller a kol., 2002
Kaminska a Sliwa, 2008a
Kaminska a Sliwa, 2008b

Matus a kol., 2008

Tabulka 2: Seznam experimentalnich hostitelt fytoplazmy proliferace jablon¢.

Latinské jméno Ceské jméno Celed’ Reference
Catharanthus roseus barvinkovec ‘
Apocynaceae Musetti a kol., 2011

(L.) G. Don razovy
Nicotiana occidentalis  tabak Solanaceae Rid a kol., 2016
Nicotiana tabacum L. tabdk virginsky Solanaceae Berg a kol., 1999
Cynodon dactylon (L.)

troskut prstnaty Poaceae CABI, 2021

Pers.




3.3.4 Geografické rozsireni fytoplazmy proliferace jabloné

Prvnimi zemé&mi, ve kterych byl v 50. letech 20. stoleti zaznamendn vyskyt fytoplazmy
proliferace jabloné, bylo Némecko (Kunze, 1989) a Italie (provincie Jizni Tyrolsko) (Marcone
a kol., 1996b). Ve Velké Britdnii byla fytoplazma v roce 1985 vymycena (Davies a kol., 1986).
Do dne$niho dne byl vyskyt fytoplazmy proliferace jabloné zaznamenan v Africe (Jizni Afrika,
Tunisko) (Seemiiller, 1990; CABI/EPPO, 2013), Asii (Indie, Libanon, Syrie, Turecko)
(Seemiiller, 1990; Tedeschi a kol., 2015; CABI/EPPO, 2013; Canik a Ertunc, 2007), Severni
Americe (Kanada) (EPPO, 2021) a déle je také rozSifena po celé Evropé (Albanie, Belgie,
Bélorusko, Bosna a Hercegovina, Bulharsko, Ceska republika, Dansko, Estonsko, Finsko,
Francie, Chorvatsko, Italie, Kypr, Litva, Mad’arsko, Moldavsko, Némecko, Norsko, Nizozemi,
Polsko, Rakousko, Rumunsko, Rusko, Recko, Srbsko, Slovensko, Slovinsko, épanélsko,
Svycarsko, Ukrajina a Velka Britanie) (Myrta a kol, 2003; Németh, 1986; Valasevich
a Schneider, 2016; Delic a kol., 2005; Krizanac a kol., 2010; EPPO, 2021; Franova a kol., 2013;
CABI/EPPO, 2013; Jarausch a kol., 1994; Lorenz a kol., 1995; Serrone a kol., 1998; Firrao
a kol., 1993; Kaminska a Sliwa, 2007; Paltrinieri a kol., 2010; Mehle a kol., 2007; Avinet
a Llacer, 1995; Davies a kol., 1986).

3.4 Geneticka charakteristika fytoplazmy proliferace jabloné

Fylogenetickd analyza odhalila, ze fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’,
‘Candidatus Phytoplasma pruni’ a 'Candidatus Phytoplasma prunorum’ vykazuji vysokou
podobnost v 16S rDNA sekvenci, jejich podobnost odpovida 98,6-99 %. Na pozici 1393—-1409
byla pro fytoplazmy proliferace jabloné¢ identifikovana jedine¢nd sekvence
5"-AATACTCGAAACCAGTA-3" (Seemiiller a Schneider, 2004).

Pro diferenciaci mezi jednotlivymi skupinami fytoplazem se pouzivéd jak variabilita
genu pro 16S rRNA, tak i sekvenci genu tuf, secY, secA, groEL kédujici ribozomalni proteiny
a gend rpoB (Marcone a kol., 2000; Lee a kol., 2006; Hodgetts a kol., 2008; Mitrovi¢ a kol.,
2011; Valiunas a kol., 2013; Martini a kol., 2007).

Zakladem analyzy 16S-23S rDNA je zjisténi genetické variability 'Candidatus
Phytoplasma mali’ na zakladé vysledk(i PCR-RFLP s pouzitim restrik¢ni endonukleazy Hpall.
Diky této analyze rozliSujeme dva restrikéni profily: P-I a P-II (Cieslinska a kol., 2015).
U kmend 'Candidatus Phytoplasma mali' z Bulharska, Polska, Italie a Ceské republiky byly
ziskany oba tyto restrikéni profily (Martini a kol., 2007; Casati a kol., 2010, Paltrinieri a kol.,
2010; Franova a kol., 2013; Cieslinska a kol., 2015).
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Na zakladé gend kodujicich ribozomalni proteiny rpl22-rps3 pomoci RFLP analyzy
amplikonti rpAP15f/rpAP15r doslo s pouzitim restrikéni endonukleazy Alul k rozliSeni Ctyf
odli$nych restrikénich profila: rpX-A, rpX-B, rpX-C a rpX-D (Martini a kol., 2005, 2008).

RFLP analyzou genu pro nitroreductase-like protein amplikoni AP13/AP10 doslo
pomoci restrikcnich endonukleaz Rcal a Hincll k rozliseni tfi riznych podtypu AP: AT-1,
AT-2 a AP-15 (Jarausch a kol., 2000b). Bylo zjisténo, ze podtypy AT-2 a AP-15 se vyskytovaly
ve Francii, Némecku, Spanélsku (pouze podtyp AT-2), Svycarsku, Rakousku, Rumunsku
(pouze podtyp AP-15) aItélii (pouze podtyp AP-15), zatimco podtyp AT-1 se vyskytoval pouze
ve Francii a Némecku (Jarausch a kol., 2000b).

Molekularni analyza genu ATP00464 pro HfIB polymerdzu ‘Candidatus Phytoplasma
mali’ odhalila sekven¢ni polymorfismy v ramci tohoto taxonu. RozliSeni ‘Candidatus
Phytoplasma mali" bylo dosazeno pomoci single-strand conformation polymorphism (SSCP)
(Schneider a Seemiiller, 2009). HfIB je ATP-dependentni membranové asociovana Zn**
polymeraza spojend s degradaci proteinu, ktera je pfimo zapojena do membranového transportu
(Bonas, 1994), a to diky ptisobeni proti membranovym proteiniim, jako je SecY (Ito a Akiyama,
2005). U fytoplazem muze byt pfitomna az ve 24 kopiich, na rozdil od vétSiny bakterii, kde je
pfitomna jen jako jedina kopie (Bai a kol., 2006; Arashida a kol., 2008; Seemiiller a kol.,
2011b). U 'Candidatus Phytoplasma mali’ byla polymeraza HfIB identifikovana ve Ctyfech
kopiich (Jollard a kol., 2019; Kube a kol., 2008).

3.5 Zpusob prenosu a Sifeni fytoplazmy proliferace jabloné

Ptenos fytoplazem probihd dvojim zptisobem, kdy prvni zptsob je realizovan pomoci
hmyzich prenase¢t a druhy vznikl ddsledkem lidské &innosti. Clovék mize Sifeni fytoplazem
zajistit pomoci vegetativniho rozmnozovani, kdy se jedna nejCastéji o fizkovani nebo §té€povani,
prostiednictvim infikovaného roubu nebo ocka (Seemiiller a kol., 2011a). Dale mize dochazet
k experimentalnimu pienosu fytoplazmy pomoci parazitickych rostlin, z nichz mezi hlavni
prenasece patfi druhy z rodu kokotic, zejména Cuscuta subinclusa (Carraro a kol., 1988; Gorg
a kol., 2021). Pfenos pylem ani semeny nebyl doposud prokazan (CABI, 2021). Pfirozen¢ jsou
fytoplazmy Sifeny hmyzimi vektory, z nichz mezi primarni prenaseCe muzeme zafadit hmyzi
zastupce z rodu Cacopsylla (Hemiptera: Sternorryncha: Psyllidae). Hlavnimi pienaSeci AP jsou
Cacopsylla picta (Foerster) a Cacopsylla melanoneura (Foerster). Vyznamnym vektorem
v Americe je Fieberiella florii (Stal) (Hemiptera: Auchenorrhyncha: Cicadellidae), ktera je za

prenaSece fytoplazmy proliferace jabloné povazovédna také v Italii a Némecku (Frisinghelli
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a kol., 2000; Tedeschi a kol., 2002; Jarausch a kol., 2003; Tedeschi a Alma, 2006; Carraro
a kol., 2008; Alma a kol., 2015.; Oppedisano a kol., 2019).

3.5.1 Mery Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura

Mery Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura maji podobny zivotni cyklus. Jsou
univoltinni, maji pouze jednu generaci za rok a dochazi u nich ke dvéma zménam hostiteld. Na
jejich primdrni hostitelské rostlin€ dochazi na jate a poCatkem léta k vyvoji z nymfalniho stadia
v dospélé jedince. Tito dospélci poté migruji na jehliCnany, kde travi zbytek 1éta, podzim
a zimu. Béhem nasledujiciho jara dospéli jedinci migruji zpét na své hostitelské rostliny, kde
poté dochazi k jejich reprodukci (Ossiannilsson, 1992; Lauterer, 1999; Mayer a kol., 2011).
Vyvoj larev trva Ctyfi az pét tydna. Mladi dospé€lci maji svétle zelenou barvu, pozdéji se jejich
barva méni na Spinavé zlutou nebo oranzovou stmavé hnédymi nebo Cernymi znaky
(Ossiannilsson, 1992). Béhem hibernace se barva jejich téla zméni na ¢ernohnédou (Lauterer,
1999). Velikost téla a pocet snesenych vajicek se u obou druhti patrné li§i. Samci Cacopsylla
picta maji velikost téla 2,86-3,24 mm, samice 3,14-3,43 mm a kazda samice mize snést az 160
vajicek (Ossiannilsson, 1992). Samci Cacopsylla melanoneura pak maji velikost téla
2,52-3,10 mm, samice 2,95-3,30 mm a kazda samice muze snést az 200 vajicek. Morfologické
rozliSeni jednotlivych druhii rodu Cacopsylla je obtizné (Tedeschi a kol., 2009), proto byly
vyvinuty metody zalozené na PCR, které umoziiuji rozliSeni riznych druhi Cacopsylla (Oettl
a Schlink, 2015).

Cacopsylla picta je monofagni, s vyskytem pouze na rostlinich rodu Malus spp.,
zatimco Cacopsylla melanoneura je oligofigni na rostlinich rodu Malus spp., Crataegus spp.
a prilezitostné 1 na Pyrus spp. (Mattedi a kol., 2008b; Tedeschi a kol., 2012).

Prenos fytoplazem pomoci hmyzich vektora je pfenosem perzistentnim. Koncentrace
fytoplazmy v hmyzim vektoru zavisi na koncentraci fytoplazmy ve zdrojové rostliné (Tedeschi
a kol., 2012), délce akvizice a schopnosti fytoplazmy akumulovat se v hmyzim vektoru
(Hogenhout a kol., 2008).

Cacopsylla picta byla jako vektor proliferace jabloné pozorovana ve stfedni a jizni
Evropé¢, vyskytuje se naptiklad v Polsku (Cieslinska a Borisova, 2019), Bulharsku (Etropolska
a kol., 2015), Italii (Oettl a Schlink, 2015), Némecku, severnim gvycarsku, severni Francii
(Jarausch a kol., 2007) av Ceské republice (Cermak a Lauterer, 2008). Cacopsylla
melanoneura byla jako vektor proliferace jabloné pozorovana naptiklad v Polsku (Cieslinska
a Borisova, 2019) a Némecku (Jarausch a kol., 2007), ale mezi hlavni oblast jejiho vyskytu jako

vektora proliferace jabloné patfi severozdpadni Itdlie (Tedeschi a kol., 2002).
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O prenosu fytoplazmy proliferace jabloné pomoci vektora Cacopsylla melanoneura se
vedou Cetné diskuse, oproti tomu o vyznamu Cacopsylla picta jako hlavniho pfenaSece
fytoplazmy proliferace jabloné nemize byt pochyb. Toto tvrzeni dokazuje také pruzkum
probihajici mezi lety 2002—2007 v sadech v Némecku, severni Francii a severnim Svycarsku,
kdy bylo zjidténo, ze 1 pfes 3—10x vétsi hustotu populace Cacopsylla melanoneura, jsou jedinci
Cacopsylla picta ptirozené infikovani 'Candidatus Phytoplasma mali® Castéji nez jedinci
Cacopsylla melanoneura. Pokusy o prenos fytoplazmy proliferace jabloné za kontrolovanych
podminek prokdzaly, ze pouze Cacopsylla picta byla schopna infikovat zdravé rostliny
(Jarausch a kol., 2007). Bylo zjisténo, ze na rozdil od zastupct Cacopsylla melanoneura
u jedincl Cacopsylla picta dochazi k transovarialnimu prenosu fytoplazmy proliferace jabloné
na potomstvo. Toto zjisténi by mohlo vysvétlovat, ze Cacopsylla melanoneura sice je vektorem
fytoplazmy proliferace jabloné, ale méné€ ucinnéjsim nez Cacopsylla picta (Mittelberger a kol.,
2016).

3.5.2 Fieberiella florii

Kitisek Fieberiella florii (Stal) je od ostatnich druha lehce odliSitelna diky silnému
cernému pruhu, ktery se tdhne od oka k oku a pfitomnosti malych ¢ernych tecek vyskytujicich
se na pfedni Casti téla a zadnich kfidlech. Nymfy byvaji zelenozluté s Cernymi teckami.
Fieberiella florii mize Zit na mnoha druzich stromu a ketli, mezi nimiz preferuje rostliny celedi
Rosaceae, na kterych jako nymfa prezimuje (Janik a kol., 2020; Swenson, 1974).

V Severni Americe je povazovana za jeden zhlavnich prenaseci fytoplazmy
oznacCované jako “X-disease phytoplasma” (‘' Candidatus Phytoplasma pruni‘). V 80. letech
20. stoleti se na zaklade exprese symptomu a fluorescencniho mikroskopovani predpokladalo,
ze F. florii je potencidlnim vektorem 'Candidatus Phytoplasma mali'. V roce 2006 byl v Itilii
tento predpoklad potvrzen a bylo prokazano, ze Fieberiella florii ispésné prenasela fytoplazmu
proliferace jabloné. V severozapadni Italii, kde byl tento vyzkum provadén, bylo ale zjisténo,
ze riziko infekce jabloni Fieberiella florii je, vzhledem k jejimu nizkému vyskytu
v jablonovych sadech a relativné neefektivni schopnosti prenosu, nizké (Tedeschi a Alma,

2006).

3.6 Interakce hostitel-patogen

Fytoplazmy interaguji se svou hostitelskou rostlinou na riznych trovnich, mezi které
muzeme zatradit napiiklad ovlivnéni fyziologickych a biochemickych procest rostliny nebo

blokaci transportu floému (Kartte a Seemiiller, 1991; Lepka a kol., 1999).
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Interakce hostitele a patogena byla studovdna na odolné jabloni Malus sieboldii
a vnimavé jabloni Malus domestica, odrudy ‘Golden Delicious”. Pti sledovani bylo zjisténo, ze
v téchto odridach dochazi k rozdilné regulaci hladiny tfi gend, které se podileji na
elektronovém transportu, produkci H2O: a signalizaci. Pomoci genové exprese a ndsledné
cytochemické analyzy bylo také zjisténo, ze u vnimavé odrudy jabloné Malus domestica
‘Golden Delicious” dochdzi k vyrazné zméne€ v bunétné organizaci, zatimco u rezistentni

jablon€ Malus sieboldii byl tento jev pozorovan pouze minimalné (Moser, 2011).

3.7 Molekularni determinace vektoru fytoplazem

Morfologicka identifikace mer je obtizna, z toho divodu se diskutuje 0 moznosti pouziti
molekularnich technik a determinaci. Nejvhodnéj$i se zda byt pouziti mitochondrialni DNA
a cytochrom oxiddzy kédujici podjednotku I a II.

Pti fylogenetickych studiich na zvifatech se velmi Casto vyuziva mitochondrialni DNA.
Zvl1asté vhodnym markerem pro evolucni studie se, diky svym charakteristickym vlastnostem,
stal mitochondridlni gen cytochrom oxiddzy kédujici podjednotku I (COI). Mezi jeho
charakteristické vlastnosti patfi napiiklad to, ze COI je nejvétsi ze tii mitochondrialnich genta
kédujici podjednotky cytochrom ¢ oxiddzy (COI, COII a COIII) a je také jednim z nejvétSich
geni kodujicich proteiny v mitochondridlnim genomu metazoa. Diky tomu je mozné
amplifikovat a sekvenovat vice nukleotidi nez u jakéhokoliv jiného mitochondrialniho genu
(Lunt a kol., 1996). Molekularni metodou, pouZzivanou k identifikaci a rozli§eni riznych druha
rodu Cacopsylla, je PCR-RFLP zalozena pravé na oblasti podjednotky I cytochrom c¢ oxidazy.
Tato metoda byla Gspésné pouzita na molekularni odliSeni C. picta a C. melanoneura (Oettl
a Schlink, 2015). Oettl a Schlink (2015) vyvinuli identifika¢ni kli¢, diky kterému bylo mozné
rozlisit 10 znamych druhi mer. Srovnanim délky fragmentt s markerem relativni molekulové
hmotnosti bylo zjisténo, ze restrikcni profily C. picta a C. melanoneura byly pro kazdou z nich
unikatni a bylo tak mozné jednoznacné odlisit tyto dva hlavni vektory AP, ale také osm dalSich
znamych druhti rodu Cacopsylla. Ve srovnani s dfive provedenou morfologickou identifikaci
vykazovaly vysledky rozliSeni druhti rodu Cacopsylla pomoci PCR-RFLP 98% shodu. Tato
molekularni metoda také umoznila rozlisit vektory ve stddiu nymfy, u kterych jesté nedoslo
k vyvinuti dostatecnych morfologickych znakii, nebo i vektory, ktefi byli poskozeni pfi
sundavani z lepovych desek, pouzitych k jejich odchytu. Jednd se o dosud jedinou zndmou
molekularni techniku, ktera od sebe umoziuje rozli§it dva hlavni vektory fytoplazmy

proliferace jabloné, Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura.
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3.8 Fytoplazma proliferace jabloné v Ceské republice

V Ceské republice byla fytoplazma proliferace jablon& poprvé pozorovana ve starsich
sadech v 60. letech 20. stoleti a choroba zde byla nej¢asté&ji Sifena roubovanim (Blattny a kol.,
1963). Likvidace nemocnych stromii v sadech nepfinesla vyznamné ovlivnéni Sifeni AP
v Ceské republice. Hlavnim d@ivodem bylo pravdépodobné to, Ze stromy byly ze sadl
odstratiovany, az kdyz zaCaly projevovat priznaky AP, ale pro ostatni rostliny mohly byt
infekéni mnohem dfive. Ke snizeni vyskytu fytoplazmy proliferace jabloné¢ pomohla az
aplikace insekticidi (Blazek a kol., 2005) a pouzivani zdravého rozmnozovaciho materialu,
diky kterému mezi lety 1965-1995 vyskyt AP vyrazné poklesl. Od roku 1995 doslo v Evropé
i Ceské republice opét k nartistu vyskytu fytoplazmy proliferace jablong, ktery mél za nasledek
vznik lokdlnich epidemii (Blystad a kol., 2012; Frisinghelli a kol., 2000; Loi a kol., 1995,
Blazek a kol., 2005; Fialova a kol., 2003; Navratil a kol., 1998).

Kmeny AP, které byly detekovény v Ceské republice, nejéastéji nalezi do podskupiny
ribozomalnich proteina rpX-A, podtypt AP-15 a AT-2. Izolaty patfici do podskupiny rpX-B,
podtypu AT-1, byly v Ceské republice detekovany pouze ojedinéle a ziejmé se astéji vyskytuji
na Moravé, kde je teplejsi podnebi (Franova a kol., 2013). Analyzou diverzity v oblasti
16S-23 rDNA bylo zjiiténo, Ze izolaty AP v Ceské republice nejéastéji piislusi ke genotypové
linii 2a” a profilu P-I (Franov4 a kol., 2013).

15



4. MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

V ramci experimentalni ¢asti bylo testovano 45 vzorkti mer Cacopsylla picta, vektora
fytoplazmy 'Candidatus Phytoplasma mali'. Vzorky pochéazely ze Ctyf lokalit na Moravé:
Kozov (odchyt proveden 6. 5. 2015, oznaceni vzorkt 491/13-22), Brno-Stary Liskovec (odchyt
5. 4. 2005, vzorek 51), Velké Bilovice (odchyt 27. 4. 2005, vzorky 61A/1-8; 61C/11-12)
a Drahanskd vrchovina (odchyty 10. 2. 2012 - vzorky 357/1-6; 11. 1. 2012 - vzorky 359/1-6,
a26. 7. 2008 - vzorek 361) a poté byly uchovavany v 96% etanolu pfi teploté -20 °C.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e Agardza (Amresco, kat. ¢. 0710-500G)
e Deionizovand voda
e DNA Gel Loading Dye 6x (Thermo Scientific™, kat. &. R0611)
e GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, kat. ¢. 41002)
e GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder (Fermentas, kat. &. SM0323)
e Hoechst 33258, Pentahydrate (bis-Benzimide), 100 mg (Invitrogen, kat. ¢. H1398)
e  MyFi™ mix (Bioline, kat. ¢. MFX-919209B)
e MyTaq™ Red DNA Polymerase (Bioline, kat. ¢. BIO-21106)

e TAE pufr Ix
e UltraPure™ Calf Thymus DNA Solution (Invitrogen, kat. &. 15-633-019)

Pouzité soupravy

e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems™,
kat. €. 4336917)
e NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, 740609.250)

Pouzité roztoky

e TAE (50x) pufr (242 g Tris, 100 ml 0,5 M EDTA, 57,1 ml ledové kyseliny octové,
deionizovanou vodou doplnit na objem 1000 ml)
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4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Centrifuga (Prism™ mini, Labnet)

Centrifuga (Spectrafuge 24D, Labnet)
Elektroforeticka komora (HU10 mini, Fisherbrand)
Flowbox (PV-100, Telstar)

Fluorimetr (DyNa Quant 200, Hoefer)

Mikrovlnna trouba (MA85050, OTF)
Minicentrifuga (C1316, Greg)

Transilumindtor - dokumentacni systém Syngene (G:BOX, Syngene)
Thermocycler (Thermal cycler T 100™, Biorad)
Thermocycler (T-Personal B/N, Biometra)

Vihy (440-33N, KERN)

Vortex (MS1 minishaker, MANEKO)

e Zdroj stejnosmérného proudu (Major Science MP-250V, Biotech)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Amplifikace COI genu mitochondridlni DNA fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma

mali’ byla provedena pomoci polymerazové fetézové reakce. Seznam pouzitych primeru, jejich

sekvence a velikost produktu jsou uvedeny v Tabulce 3. VSechny pouzité primery byly

syntetizovany firmou Generi Biotech s.r.0.

Tabulka 3: Seznam pouzitych primert.

pljiif::u Sekvence 5-3° ;i.(:)l:ll;(;(sttul’(cb[l}) Reference

UEA 9 GTAAACCTAACATTTTTTCCTCAACA 667677 Lunt a kol. (1996)
C2-N-3389 TCATAAGTTCAGTATCATTG Simon a kol. (1994)
UEA9mod GTAAATTTAACATTTTTTCCYCAACA 667677 Bernasconi a kol. (2000)
C2-N-3389 TCATAAGTTCAGTATCATTG Simon a kol. (1994)
C1-J1709 AATTGGGGGGTTTGGAAATTG s10 Simon a kol. (2006)
HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer a kol. (1994)
UEA9mod GTAAATTTAACATTTTTTCCYCAACA 27593547 Bernasconi a kol. (2000)
HCO02198 TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA Folmer a kol. (1994)
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Pokracovani Tabulky 3:

pll\'liif::u Sekvence 5-3° ;if::ll:;{sttup(cb[l}) Reference
C1-J1709 AATTGGGGGGTTTGGAAATTG 17071711 Simon a kol. (2006)
C2-N-3389 TCATAAGTTCAGTATCATTG Simon a kol. (1994)
CPF4 TAAGAACTAACCATAAGATTATCGG Kang a kol. (2012)
C2-N-3389 TCATAAGTTCAGTATCATTG 101915 Simon a kol. (1994)
CPF4 TAAGAACTAACCATAAGATTATCGG 07 Kang a kol. (2012)
CPR4 CACTTCAGGGTGTCCAAAGAATC

Kang a kol. (2012)

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro PCR pii pouziti MyTaq™ DNA Polymerase.

.. Pipetované Pipetované
. Koncentrace Konec¢na v . Yoot
Polozka mnozstvi na 1 mnozstvi na 1
prac. roztoku koncentrace test [ul] * test [ul] **
Pufr 5x 1x 5,00 5,00
Deionizovana voda 16,80 17,80
F primer 20 pmol- ul‘l 0,4 pmol- ul'l 0,50 0,50
R primer 20 pmol- ul‘l 0,4 pmol- ul'l 0,50 0,50
Taq DNA polymeréza 5U0-ul’! 1 U-reakce™ 0,20 0,20
Objem reakéni smési 23 ul 24 ul
Objem vzorku 2ul 1
Objem reakce 25 ul 25 ul

* Zastoupenti latek v reak&ni smési pro PCR s 2 pl vzorku.

** Zastoupeni latek v reakéni smési pro PCR s 1 ul vzorku.

Tabulka 5: SloZeni reakéni smési pro PCR pii pouziti MyFi™ mix.

Polozka Koncentrace Konec¢na Pipetované mnozstvi
prac. roztoku koncentrace na 1 test [pl]
Pufr 2 X 1x 12,50
Deionizovana voda 11,00
F primer 20 pmol- ul™! 0,25 pmol-ul™ 0,25
R primer 20 pmol- ul™! 0,25 pmol-ul™ 0,25
Objem reakéni smési 24 ul
Objem vzorku I
Objem reakce 25 ul
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Tabulka 6: Teplotni podminky a ¢asovy profil PCR reakce.

] Pocatecni .. Kone¢na
Primery Denaturace Hybridizace Elongace

denaturace elongace

95 °C, 95°C,30s 45°C,30s 72 °C,30s 72 °C,
C1-J1709/HCO2198

3 min 40 cyklu 5 min

° 95°C, 1 min 45 °C, 1 mi 72 °C, 1 mi 72 °C,

UEA9/C2-N-3389 93°C, — i — ¢

3 min 40 cyklu 5 min

° 95°C, 1 min 53 °C, 1 mi 72 °C,2,5 mi 72 °C,

UEA9 mod/ HCO2198 > & min min min ¢
3 min 40 cykla 5 min

° 95°C, 1 min 43 °C, 1 mi 72 °C, 2 mi °C,

C2-N-3389/C1-J1709 > © — — min_ - 72°C
3 min 40 cyklu 5 min

CPF4 /CPR4 95 .C, 95°C, 1min 54 °C, 1 min 72 °C, 1 min 72 .C,

3 min 40 cykla 5 min

° 95°C, 1 min 45 °C, 1 mi 72 °C, 2 mi 72 °C,

CPF4/C2-N-3389 93°C, i o e ¢

3 min 40 cykla 5 min

4.4.2 Elektroforeticka separace v 1% agarozovém gelu

Produkty PCR amplifikace byly detekovdny pomoci elektroforetické separace

v 1% agar6zovém gelu pomoci nésledujicitho postupu:

1. 1% agardzovy gel byl pfipraven smichdnim 3 g agar6zy s 300 ml 1x TAE pufru a jejim
rozpusténim zahratim v mikrovinné troubg.

2. K 50 ml roztoku agar6zy (vychladlého asi na 60 °C) bylo pfidano 2,5 ul GelRed Nucleic
Acid Stain. Smés byla promichéna a nalita do elektroforetické vanicky s vlozenym
hfebinkem.

3. Po ztuhnuti byl gel vlozen do elektroforetické komurky a prevrstven 1x TAE pufrem.

4. Do prvni jamky bylo napipetovano 1,5 ul standardu molekulové hmotnosti GeneRuler
100 bp Plus. Do dalsich jamek bylo pipetovano 5 ul vzorku.

5. Elektroforeticka separace probihala pfi 80 V po dobu 30—45 min.

6. PCR amplikony byly vizualizovany pomoci dokumentacniho zatizeni G:BOX Syngene.
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4.4.3 Procisténi PCR produktu

Ziskané PCR produkty byly izolovdny pomoci kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Macherey-Nagel, 740609.250). Postup byl nasledujici:

1.
2.

Byl ptipraven pracovni roztok NTI pufru v poméru 1:7 (NTI pufr:deionizovana voda).

Izola¢ni NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kolonka (dale jen kolonka) byla umisténa
do sbérné zkumavky. PCR produkt byl doplnén vodou na objem 100 pl, poté bylo
pridano 200 pl pracovniho roztoku NTI pufru a vSe bylo napipetovano do kolonky.
Nasledné byla provedena centrifugace 1 min pfi 11 000 g. Filtrat byl odstranén
a kolonka vracena do puvodni sbérné zkumavky.

Do kolonky bylo ptidano 650 ul NT3 pufru a ta byla nasledné centrifugovana 1 min pfi
11 000 g. Filtrat byl poté odstranén a tento krok byl jesté jednou zopakovan.

Nasledné byla kolonka stocena naprazdno po dobu 2 min pii 11 000 g.

Sbérnad zkumavka byla nasledné vyhozena a kolonka umisténa do nové 1,5 ml
mikrozkumavky.

Bylo ptfidano 25 pl NE pufru na povrch frity a kolonka byla inkubovana 1 min pfi
pokojové teploté.

Nasledné byla provedena centrifugace 1 min pti 11 000 g.

Koncentrace izolované DNA byla stanovena fluorometricky pomoci fluorimetru (DyNa

Quant 200, Hoefer) a poté byla uchovavana pti -20°C.

4.4.4 Sangerovo sekvenovani

Z celkového poctu 45 vzorkt byly PCR produkty ziskany u 29 vzorka. Dal bylo

pracovano pouze s 26 vzorky u kterych bylo poté provedeno sekvenacni znaCeni. Sekvenacni

reakce byla provedena pomoci BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit v celkovém

objemu 10 pl, slozeni reak¢éni smési je uvedeno v Tabulce 7. K reakéni smési bylo pridano 7 pl

templatové DNA izolované v pfedchozim kroku, ktera byla naredéna tak, aby pro sekvenacni

reakci bylo pouzito 25 ng DNA. Vlastni PCR amplifikace probihala podle pokyna vyrobce,

podminky jsou uvedeny v Tabulce 8.

Vlastni sekvenovani bylo provedeno v sekvenacnim centru Ustavu experimentalni

botaniky, AV CR, Olomouc, s pouzitim genetického analyzatoru ABIPRISM 3730 (Applied

Biosystems).
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Tabulka 7: Slozeni reak&ni smési pro sekvenacni znaceni.

Reaké¢ni smés  Mnozstvi na 1 reakci [pl]

Pufr 10x 1
BigDye 1
Primer (3,2 pmol) 1

Tabulka 8: Podminky PCR reakce pro sekvenacni znaceni.

Teplota Doba Pocet cykli
95 °C 1 min 1x
95 °C 10s
50 °C 5s 40x
60 °C 4 min

4.4.5 Bioinformaticka analyza sekvenci

Vystupy z ABIPRISM 3730 analyzétoru byly slozeny do konecnych sekvenci pomoci
programu MEGA 7.0. Identita sekvenci byla potvrzena srovndnim se sekvencemi dostupnymi
v databazi GenBank za pouziti programu BlastN (BLAST,
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). =~ Sekvence byly porovniany s odpovidajicimi
sekvencemi Cacopsylla picta a se sekvencemi dalSich zastupct rodu Cacopsylla dostupnymi
v databazi GenBank. Pomoci programu ClustalW byly sekvence sefazeny v mnohocetné
aligmenty. Variabilita izolati byla vyhodnocena pomoci metody p-distance. Fylogeneticka
analyza izolati byla poté provedena pomoci Neighbor-Joining metody a Tamura
3-parametrického modelu, 1000x bootstrap opakovani, sekvence Trioza cerastii byla pouzita
jako outgroup k zakofenéni stromu. Vysledny fylogeneticky strom byl vizualizovan
prostiednictvim programu TreeExplorer. VSechny analyzy byly provedeny v programu MEGA
7.0 (Kumar a kol., 2016).
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5. VYSLEDKY

Cilem experimentalni ¢asti bakalarské prace byla molekularné genetickd charakteristika

mery Cacopsylla picta, vektora fytoplazmy proliferace jablong.

5.1 Amplifikace oblasti COI-tRNA!®"-COII mitochondrialni DNA

Bylo provedeno ovéfeni primerti pro amplifikaci oblasti COI-tRNA!"-COII
mitochondridlni DNA mery Cacopsylla picta a optimalizace podminek PCR reakce. Na zaklade
dostupné literatury bylo u péti kontrolnich vzorkt (oznaceni vzorkt 491/1-2, 492/1-2, 492/24)
testovano 7 kombinaci primerd a to: UEA9/C2-N-3389, UEA9 mod/C2-N-3389,
C1-J1709/HCO2198, UE9 mod/HCO2198, C1-J1709/C2-N-3389, CPF4/C2-N-3389,
CPF4/CPR4 a dvé riizné polymerazy MyTaq™ DNA Polymerase a MyFi™ DNA Polymerase
(MyFi™ mix) (obé& Bioline).

Specifické produkty o oéekavané velikosti cca 500 bp byly ziskany pii pouZiti MyTaq™
DNA Polymerase s primery C1-J1709/HC0O2198 a produkty o o¢ekavané velikosti 700 bp byly
ziskany pii pouziti MyTaq™ DNA Polymerase s primery CPF4/CPR4 (viz Obrézek 1).

Pfi pouziti MyTaq™ DNA Polymerase s primery UEA9 mod/C2-N-3389,
UEA9 mod/HCO2198 a MyFi™ mix s primery CPF4/CPR4, CPF4/C2-N-3389 nebyly ziskdny
zadné produkty (viz Obrazek 2).

Vznik vice nespecifickych produktli byl zaznamenan pii pouziti MyTaq™ DNA
Polymerase s primery UEA9/C2-N-3389 a pii pouziti MyFi™ mix s primery
C1-J1709/C2-N-3389 byly ziskany nespecifické produkty u dvou z péti kontrolnich vzorka (viz
Obrazek 3).

MyTaq™ DNA Polymerase byla pouZita pro amplifikaci fragmentd o pfedpokladané
velikosti do cca 1 000 bp, pro fragmenty o predpokladané velikosti cca 2 000 bp byla pouzita
MyFi™ DNA Polymerase (MyFi'™ mix). Pro kombinaci primeri CPF4/CPR4 byly pouZity
ob& polymerazy, ale pozitivni vysledek byl zaznamenan pouze pii pouziti MyTaq™ DNA
Polymerase. Pfi PCR amplifikaci s pouZitim MyFi™ DNA Polymerase (MyFi'™ mix) nebyly
ziskany zadné produkty (viz Obrazek 2) nebo vznikly nespecifické produkty (viz Obrazek 3B).

Na zékladé tohoto zjisténi byla pro analyzu genetické variability zvolena kombinace
primeri CPR4/CPF4 (podle Kang a kol., 2012) a jeji amplifikace pomoci MyTag™ DNA

Polymerase.
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Obrazek 1 A, B: Oblast COI-tRNA'®"-COII mitochondridlni DNA amplifikovand pomoci PCR
s primery (A) C1-J1709/HCO2198 a (B) CPF4/CPR4 pii pouziti MyTaq™ DNA Polymerase.
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Legenda: (M): GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (B): negativni kontrola, vzorky

oznaceny C¢isly izolace.

Obrazek 2 A, B: Oblast COI-tRNA'®"-COII mitochondridlni DNA amplifikovand pomoci PCR
s primery (A) UEA9 mod/C2-N-3389 a UEA9 mod/HCO2198 pii pouziti MyTaq™ DNA
Polymerase a (B) CPF4/CPR4 a CPF4/C2-N-3389 pii pouziti MyFi™ mix.
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Legenda: (M): GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (B): negativni kontrola, vzorky

oznaceny Cisly izolace.
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Obrizek 3 A, B: Oblast COI-tRNA!*-COII mitochondridlni DNA amplifikovand pomoci PCR
sprimery  (A) UEA9/C2-N-3389 pfi pouziti MyTaq™ DNA  Polymerase
a (B) C1-J1709/C2-N-3389 pfi pouziti MyFi™ mix.
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Legenda: (M): GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (B): negativni kontrola, vzorky

oznaceny Cisly izolace.

Po optimalizaci bylo zji§téno, ze pro amplifikaci COI genu mitochondridlni DNA mery
Cacopsylla picta se jako nejvhodnéjsi jevi pouziti primera CPF4/CPR4 (podle Kang a kol.,,
2012). Stémito primery byla provedena PCR amplifikace 45 testovanych vzorkt, které
pochazely ze Ctyf riznych lokalit (Kozov, Brno-Stary Liskovec, Velké Bilovice
a Drahanska vrchovina). Amplikony o o€ekéavané velikosti cca 700 bp byly ziskdny pouze
u 64 % vzorku (viz Obrazek 4 a 5). 100% utspésnost byla u vzorku, které pochazely z lokality
Drahanska vrchovina (vzorky 357/1-6; 359/1-6 a 361); naopak nejnizsi byla u vzorkt
pochazejicich z lokality Brno-Stary Liskovec (vzorky 51), kde byly amplikony ziskdny pouze

u Ctyf z deseti testovanych vzorku.

Obrizek 4: Oblast COI-tRNA®*-COII mitochondridlni DNA amplifikovand pomoci PCR
s primery CPF4/CPR4 pii pouziti MyTaq™ DNA Polymerase.

61/A1
51/4
491/13
471/1
357/1
361
362/9

!

Legenda: (M): GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (B): negativni kontrola, vzorky

oznaceny Cisly izolace.
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Obrizek 5 A, B: Oblast COI-tRNA!*-COII mitochondridlni DNA amplifikovand pomoci PCR
s pouzitim primerti CPF4/CPR4 a MyTaq ™ DNA Polymerase.
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Legenda: (M): GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (B): negativni kontrola, vzorky

oznaceny C¢isly izolace.

5.2 Fylogeneticka analyza a analyza genetické variability COI fragmentu

Pomoci Sangerova sekvenovani CPF4/CPR4 PCR amplikonu byly ziskany parcialni
COI sekvence o délce 500—700 bp u 26 jedincu Cacopsylla picta.

Metodou p-distance byla vyhodnocena identita studovanych vzorkt (viz Obrazek 7).
Z této analyzy vyplyva, ze vétSina vzorkl vykazovala 99-100% identitu se zastupci Cacopsylla
picta ziskanymi z databaze GenBank. Vzorky 361 a 359/5 se od ostatnich studovanych vzorka
lisily. Vzorek 361 vykazoval se zastupci Cacopsylla picta identitu 91 %, se zastupci Cacopsylla
pruni a izolatem 359/5 vykazoval 89% identitu a se zastupci jinych druhti rodu Cacopsylla
vykazoval tento vzorek identitu 82—85 %. Bylo zjisténo, ze vzorek 359/5 vykazoval se zastupci
Cacopsylla picta identitu pouze 86-87 %, zatimco s genotypy gt02 a gt03 Cacopsylla pruni
vykazoval 100% identitu, s genotypem gtO1 Cacopsylla pruni ale vykazoval pouze 86%
identitu. Pomoci programu BLASTN byla provedena analyza vzorku 359/5, kdy bylo zji§téno,
ze sekvence vykazovala 99,51-99,84% identitu s vySe zminénymi genotypy gt02 a gt03.
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Obrazek 6: P-distance analyza identity parcialnich sekvenci COI genu u zastupct mer rodu

Cacopsylla.
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Legenda: Sekvence Cacopsylla picta v této praci oznaleny Cislem sbéru, Cervené a tucné,
sekvence mer ziskané z databaze GenBank oznaceny genotypem a accesion number. Barevna

Skala reprezentuje procentualni identitu nukleotidovych sekvenci.

Porovnanim analyzovanych sekvenci studovanych vzorki se sekvencemi mer
dostupnymi v databazi GenBank bylo pomoci fylogenetické analyzy a Neighbor-joining
metody zji§téno, ze se analyzované sekvence vyvétvily do dvou hlavnich skupin; a jedna
sekvence se ale vyvétvila do skupiny se sekvencemi pivodem z jiného druhu rodu Cacopsylla,
C. pruni (viz Obrazek 6).

Podle ocekavani se vétSina analyzovanych sekvenci vyvétvila do prvni statisticky
prukazné skupiny, spole¢né s izolaty Cacopsylla picta pivodem z Itdlie. V této skupiné se
vytvoiily dva klastry, sekvence 61/C12, 359/4, 357/6, 51/11, 491/14, 491/15, 357/4, 61/AS,
51/6, 491/16, 357/5, 51/10, 359/1, 51/20, 359/3, 357/3, 61/A1 a 61/A4 vytvotily prvni klastr
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a sekvence 61/A8 a 357/2 vytvotily druhy klastr. Sekvence 491/13 a 51/4 kazda vytvorily
samostatnou statisticky prikaznou vétev, ptibuznou s izolaty Cacopsylla picta z databaze
GenBank pivodem z Italie. Analyzovana sekvence 361 se vyvétvila do samostatné statisticky
prukazné vétve, ktera vykazovala vy$si pfibuznost s analyzovanymi zastupci z prvni vétve a se
zastupci Cacopsylla picta pavodem z Italie nez se zastupci jinych druht rodu Cacopsylla.
Analyza variabilnich oblasti sekvence 361 provedena v programu MEGAX, prokézala, ze tato
sekvence obsahovala 27 zamén nukleotidt, které jiné sekvence zastupcu Cacopsylla picta
z databaze neobsahovaly. Tato sekvence naptiklad v pozici 240 obsahovala C na rozdil od
zastupcu Cacopsylla picta z databaze, ktefi v této pozici obsahovaly T. Dalsi zaména byla
pozorovana napriklad v pozici 327, a to T—A, nebo v pozici 570 T—C. VétSina téchto zamén
byla pozorovana 1 u sekvence 359/5. Sekvence 359/5 se vyvétvila spolecné
s genotypy gt02 a gt03 jedinci Cacopsylla pruni puvodem z Italie, Cemuz odpovidaji

i predchozi zji§téni pomoci p-distance analyzy.
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Obrazek 7:
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6. DISKUSE

Proliferace jabloné¢ (AP), jejimz puvodcem je 'Candidatus Phytoplasma mali’, je
vyznamnou chorobou rostlin v Evropé€ zptusobenou fytoplazmou (Seemiiller a Schneider,
2004). V Ceské republice, kde byla proliferace jablon& poprvé pozorovana v 60. letech
20. stoleti (Blattny a kol,, 1963), je jejim hlavnim vektorem mera Cacopsylla picta,
k jejiz identifikaci a odliseni od ostatnich druhi rodu Cacopsylla je mozné vyuzit metodu
PCR-RFLP zalozenou na variabilité genu kodujiciho podjednotku I cytochrom c oxidazy (Oettl
a Schlink, 2015).

Experimentalni cast bakalarské prace byla zaméfena na molekularné genetickou
charakteristiku vektora fytoplazmy proliferace jabloné¢ Cacopsylla picta, bioinformatickou
analyzu a porovndni ziskanych sekvenci studovanych vzorkl se sekvencemi dostupnymi
v databdzi GenBank.

Bylo pracovano se 45 vzorky mer Cacopsylla picta pochazejicimi ze ¢ty lokalit na
Moravé (Kozov, Brno-Stary Liskovec, Velké Bilovice a Drahanskd vrchovina), kde byly sbéry
provedeny v riznych letech (2005, 2008, 2012 a 2015). Tato skutecnost mohla mit za nasledek,
ze amplifikaci COI genu mitochondridlni DNA byly dostatecné silné PCR produkty ziskdny
pouze u 26 vzorka. Amplikony o ocekavané velikosti cca 700 bp byly ziskany u 100 % vzork,
které pochdzely z roku 2008 a 2012, u 60 % vzorkll z roku 2015 a pouze u 45% vzorku
pochézejicich z roku 2005.

Vzhledem k predpokladanému prekryvu ziskanych amplikont byly pro amplifikaci COI
genu mitochondridlni DNA zvoleny primery CPF4/CPR4 (podle Kang a kol., 2012) a jejich
amplifikace pomoci MyTaq™ DNA Polymerase. Ale vzhledem k tomu, Ze byly ziskany PCR
produkty o velikosti cca 500 bp pii amplifikaci pomoci primera C1-J1709/HCO2198, by do
budoucna bylo ke studiu variability vhodné pouZiti také této kombinace primera.

V dal§i casti bakalarské prace byla metodou p-distance vyhodnocena variabilita
studovanych vzorkd. Porovnanim analyzovanych sekvenci se sekvencemi Cacopsylla picta
puvodem z Italie byla zjisténa 99-100% identita v COI nukleotidové sekvenci. Toto zjisténi je
v souladu s praci Oettl a Schlink (2015), ve které autofi provedli PCR-RFLP analyzu COI genu
mitochondridlni DNA zastupct Cacopsylla picta a poté pomoci fylogenetické analyzy zjistili,
ze jejich vnitrodruhova sekvencni identita byla 98 %. Bylo také zjisténo, ze nami studované
sekvence jedinct Cacopsylla picta, pochézejici z Ceské republiky, se od zastupct

pochézejicich z Italie nijak vyrazné neliSily.
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Fylogenetickou analyzou COI genu bylo zjisténo, Ze se analyzované sekvence vyvétvily
do dvou hlavnich skupin a sekvence 359/5 se vyvétvila do skupiny s jinym druhem rodu
Cacopsylla a to se zastupci Cacopsylla pruni. Je zde patrna variabilita genu pro COI, protoze
sekvence Cacopsylla picta z databaze GenBank vytvofily dva klastry. Tyto klastry jsou
v souladu s praci Oettl a Schlink (2015) a vét§ina nami analyzovanych sekvenci pochazejicich
z Ceské republiky se diky pozorované genetické variabilité mezi tyto dva klastry rozdélila.
Variabilita genu pro COI je ale zifeymé vyssi, protoze byla identifikovana jedna sekvence,
genotyp 361, ziskand z mery puvodem z lokality Drahanska vrchovina, ktera se vyznamné lisila
a vyvétvila se do samostatné statisticky prukazné vétve, kde ovSem vykazovala jasnou
ptibuznost s ostatnimi zastupci Cacopsylla picta.

Odliseni na zakladé morfologickych znak(i, pouzivanych odborniky a profesionalnimi
entomology byva velmi narocné, a v n¢kterych stadiich, 1 v souvislosti s pohlavim jedince, také
velmi obtizné. Proto mize dochazet k chybné identifikaci jedinci a k jejich zarazeni do
nespravného druhu rodu Cacopsylla. Tato skuteCnost se potvrdila i u vzorku 359/5, pivodem
z lokality Drahanska vrchovina. Sekvence COI z tohoto jedince (samice) vykazovala 86—-87%
identitu s jedinci Cacopsylla picta, ale 100% identitu s genotypy gt02 a gt03 Cacopsylla pruni.
Fylogenetickou analyzou bylo zjisténo, ze se tato sekvence vyvétvila do skupiny C. pruni
(spolecné s genotypy gt02 a gt03). Vzhledem k tomuto spoleCnému vyvétveni a jasné
prislusnosti do fylogenetické vétve C. pruni je vysoce pravdépodobné, ze byl jedinec chybné
identifikovan a ze se nejedna o samici mery Cacopsylla picta, ale Cacopsylla pruni. Toto
zjisténi jen potvrzuje vhodnost pouziti metody analyzy COI pro identifikaci spornych jedinct
anebo jejich reklasifikaci. Tato skuteCnost byla i né€kolikrat potvrzena, naptiklad pomoci
morfologické analyzy doslo k chybnému urceni jedincti mer, kdy byl vzorek identifikovan jako
Cacopsylla breviantennata. Ale provedenim PCR-RFLP analyzy COI genu mitochondridlni
DNA a naslednym porovndnim sekvence tohoto vzorku se sekvenci Cacopsylla pyri z databize
GenBank bylo prokazéano, ze vzorek vykazoval 99,3% identitu se sekvenci Cacopsylla pyri
a jednalo se tedy o zdstupce C. pyri (Oettl a Schlink, 2015). Spatn4 entomologick4 identifikace
byla prokazéana i u nékolika novozélandskych merul, kdy doslo k jejich nespravnému urceni
a taxonomickému zarazeni - Trioza subacuta byla nespravné urCena jako Trioza subvexa a to
kvuli tomu, Ze byla nalezena na olearii misto na jeji obvyklé hostitelské rostlin€ (Brachyglottis)
(Martoni a kol., 2018). Dalsim pfikladem pouziti metody analyzy COI pro reklasifikaci
spornych jedinct, bylo pouziti ¢tyf mitochondrialnich genovych fragmentt (COI 658 bp, COI
403 bp, COI-tRNA**-COII 580 bp a 16S rDNA 452 bp) k analyze chybné identifikovanych

druhi Cacopsylla uvedenych v databazi GenBank. Bylo zjisténo, Ze napiiklad sekvence
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Cacopsylla pyricola pavodem z Koreje uvedené v databiazi GenBank, Ac. No.
JF327670-327679, JF327680-327689, JF327690-327692, JF327694-327699,
JF327700-327709 (Kang a kol., 2012) ve fragmentu COI nevykazovaly vyznamné odchylky
od Cacopsylla jukyungi, ale od evropskych vzorka Cacopsylla pyricola se lisily vyznamng.
Dale byla napriklad zjisténa chybna identifikace u sekvenci Cacopsylla pyrisuga ptuvodem
z Japonska uvedenych v databazi GenBank, Ac. No. AB721007-721010 (Katoh a kol., 2013),
kterd podle provedené analyzy vykazovala vysokou podobnost se vzorky Cacopsylla

burckhardti pavodem z Koreje (Cho a kol., 2020).
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7. ZAVER

Fytoplazma proliferace jablon€, kterou zpusobuje 'Candidatus Phytoplasma mali’, je
puvodcem vyznamné choroby rostlin v Evrop€. Hlavnimi pfenaseCi fytoplazmy proliferace
jablon€ jsou Cacopsylla picta a Cacopsylla melanoneura (Seemiiller a Schneider, 2004).
Morfologicka identifikace mer je i v souvislosti s pohlavim jedince velmi obtizna a mize tak
dochazet k chybné identifikaci jedinci a k jejich zatazeni do nespravného druhu rodu
Cacopsylla. Ztohoto duvodu se diskutuje o moznosti pouziti molekularnich technik
a determinaci.

V ramci experimentalni ¢asti bakalarské prace byla provedena molekularné geneticka
charakteristika mery Cacopsylla picta, vektora fytoplazmy proliferace jabloné. Bylo pracovano
se 45 vzorky mer Cacopsylla picta pochazejicimi ze Ctyt lokalit na Morave.

Pomoci Sangerova sekvenovani CPF4/CPR4 PCR amplikona byly ziskany parcialni
COI sekvence u 26 jedinci Cacopsylla picta o délce cca 700 bp. Metodou p-distance byla
vyhodnocena identita studovanych vzorka. U vétSiny vzorku byla zjisténa 99—100% identita
v COI nukleotidové sekvenci se sekvencemi Cacopsylla picta puvodem z Itdlie ziskanymi
z databaze GenBank. Poté byla provedena fylogenetickd analyza, pfi které se analyzované
sekvence vyvétvily do dvou hlavnich skupin.

Metodou p-distance bylo zjisténo, ze se vzorek 361 1isil od ostatnich a se zastupci z Italie
vykazoval pouze 91% identitu. Pomoci fylogenetické analyzy se nasledné sekvence 361
vyvétvila do samostatné statisticky prukazné vétve, kde ovSem vykazovala jasnou pfibuznost
s ostatnimi zastupci Cacopsylla picta.

Dalsi odliSnosti béhem p-distance metody byly zjistény u vzorku 359/5, ktery vykazoval
se zastupci Cacopsylla picta identitu 86-87 %, zatimco s genotypy gt02 a gt03 Cacopsylla
pruni vykazoval 100% identitu. Pomoci fylogenetické analyzy se sekvence 359/5 vyvétvila do
skupiny s jinym druhem rodu Cacopsylla a to se zastupci Cacopsylla pruni. Bylo zji§téno, ze
vzorek 359/5, pivodem z lokality Drahanska vrchovina byl chybné identifikovan a jednalo se
o samici Cacopsylla pruni.

Na zaklad¢ zjisténych vysledka je patrné, Ze analyza COI genu je vhodnou metodou pro
identifikaci neznamych jedincti anebo v pfipadé spornych jedinci a identifikaci k jejich

reklasifikaci.
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