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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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1. CILE PRACE

Cilem mé bakal&ké prace je:

1. Shromazdit literaturu a vypracovat literarni reBemd téma molekulag

biologicka charakteristika izolafytoplazmy stolburu.

2. lzolovat DNA a detekovat izolaty fytoplazmy stolburve vektorech
Dicranotropis hamata (Boheman, 1847) adyalesthes obsoletus (Signoret,
1865).

3. Molekularre charakterizovat izolaty stolburu na zakiadbozomalnich a

neribozomalnich gen(16S rRNA,vmpl, sec-Y, Tuf).



2. UvVOoD

Fytoplazmy jsou prokaryotické organismy, ifieit do tidy Mollicutes (tiida bakterii)
rostlinnych druld od ovocnych tkvin, plar rostoucich bylin, az po zewklské

plodiny, na kterych zjsobuji zn&né ekonomické ztraty.

Tyto rostlinné fytopatogeny obsahuji jednu vrstazmatické membrany a
postradaji bu&étnou sEnu. Svoji vysokou specializaci a nekultivovatelnosti
v podminkéachn vitro se podobaji virm. Jsou to kulovité, pleomorfni bky, vyplnéné
ribozomy a DNA. Vyskytuji seiedevsSim ve floémové&’dw rostlin a v &le hmyzich

vekton (kiisi, mery, plostice).

Vyznamnym zastupcem fytoplazem je fytoplazma stalbumajici silny
ekonomicky vliv na vingské oblasti ve Francii a v jinych evropskych zemikte
zpisobuje chorobu ozkavanou jako Bois noir. Na infikované rwinné jsou
pozorovatelné typické ffznaky infekce nafbklad redukce istu, Zloutnuti nebo
cervenani lisi, malformace k¥tnich ¢asti, svinuti lisi. Podobné fiznaky se vyskytuji
i u dalSich hostitelskych plodin ¢eledi Solanacae jako jsou nafiklad lilek, rage,
paprika. Tato fytoplazma jeignaSena zilnatkou vironosnoty@lesthes obsoletus,
Signoret, 1865).

Uvedena prace se zabyva detekci a molekéldminlogickou charakterizaci
fytoplazmy stolburu \Dicranotropis hamata (Boheman, 1847) alyalesthes obsoletus
(Signoret, 1865). Detekce fytoplazem byla provedeaaaklad PCR amplifikace. U
vybranych pozitivnich izolét byla provedena molekul&ngenetickd charakterizace

ribozomalnich a neribozomalnich @ef16S rRNA,vmpl, sec-Y, Tuf).
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3. LITERARNI P REHLED

3.1 Obecna charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou patogenni organismy nachazejiciesfioému sitkovicrady rostlin.
Jsou to prokaryotni organismy s chijjbi burécnou sténou. Jejich velikost se pohybuje
v rozmezi od 200 — 800 nm (Bertaccini, 2007).

Pivodre se myslelo, Ze tito nitrobdtni parazité pat mezi viry (Leeet al.,
1998a; Leeet al., 2000). AZ v 60. letech minulého stoleti byla tatoraénka vyvracena
skupinou japonskychedci (Doi et al., 1967), kt& pomoci elektronové mikroskopie
pozorovali floém astry vykazujici typick&ipnaky infekce a objevili ovalné by bez
bunééné stny, které povazovali zaipodce Zloutenky aster. Struktury se morfologicky
podobaly lidskym a zwécim patogeim tiidy Mollicutes, mykoplazmam, a proto je
oznaili jako “mycoplasma-like organisms” (MLOSs) (Lekal., 1998a; Seemdilest al.,
1998). Nazev MLOs jetrval az do roku 1992, kdy byl na 9. kongresu Mawmdni
organizace pro mykoplazmologii nahrazen trivialrtarminem fytoplazma. O 2 roky
pozdji bylo tymem IRPCM oficiald prijato ozn&eni Candidatus Phytoplasma’
(Firrao, 2004).

V dalSich letech segdci snazily tyto organismy kultivovam vitro. Pokusy byly
neus@sSné a branily tak detailnimu aani fylogenetickych a taxonomickych vztah
fytoplazem mezi sebou navzajem a s dalSimi prokgary&w’ s vyvojem molekularnich
metod mohla byt tato oblast deta&jinprozkouména. Blezitym, ve studiu detekce a
klasifikace, byla oblast genu 16S rRNA (Schnerted., 1997).

Fytoplazmy se vyskytuji po celémés, kde zfisobujifadu rostlinnych chorob.
N¢které kmeny fytoplazem jsou spojenyéskymi epidemiemi aada z nich seéadi
mezi karanténni organismy. Rostliny napadené fatmpbmi vykazujiradu giznaki
jako je napiklad sterilita kti, virescence, zmnoZzeni vrcholovych (axilarnich) emip

(metlovitost), prodluZzovani internodii, redukovanigt (Bertaccini, 2007).

s

Siteni fytoplazem je n&pstji uskute&fiovano prosednictvim  hmyzu.
PredevSim se jednd o hmyzi vektoryéetedi Zilnatkoviti Cixiidae) a meroviti
(Psyllidae) (Bertaccini, 2007). Tito Ziwichové se Zivi sanim asimitaiz rostlinnych
sitkovic, odkud se mohou fytoplazmy dostat az dwitiho traktuci slinnych Zlaz

téchto hostitel a sanim na dalSich rostlinach jsou pgnaseny.
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3.2 Metody detekce a identifikace fytoplazem

V minulosti nebyla detekce a identifikaceukvneschopnosti kultivovat fytoplazmy
v ¢istych kulturach fliS jednoducha. Zpgtku se nahlizelo pouze na biologické
charakteristiky a to fiedevSim na zemy vzhledu rostlin, a zda se objevuji typické
piiznaky infekce. DalSim kritériem bylaifpmnost specifického hmyziho hostitele a
zenepisna oblast. Hodnoceniéchto kritérii bylo piliS slozité, ¢aso¥ nar@né,
subjektivni a proto rozporuplné (Lekal., 2000; Seemiilest al., 1998).

3.2.1 Detekce zaloZen& na elektronové a fluoreséanmikroskopii

Fytoplazmy je mozno detekovat mikroskopicky, ponaektronové nebo fluoresoari

mikroskopie. Tyto metody byly provéay hlavreé v minulych letech.

Pomoci elektronové mikroskopie je mozné rozlisibpfazmy ve floému rostlin
pouze, pokud se v hostiteli nachazeji ve vysokécé&ntraci. Pomoci této metody je
mozné detekovatifiomnost, lokalizovat a pdjpact urcit tvar a velikost fytoplazem.
Nevyhodou je, Ze pomoci elektronové mikroskopimjehdy €zké rozlisit fytoplazmy
od jinych burénych struktur. Navic jefijprava vzork u této metodgasow narana a
fluorochromu DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindolehgidrochloride), ktery zobrazuje
fytoplazmy jako modro-bilé body. Nevyhodou tétohtaky je limitace v detekci, ktera
je zpisobena nizkou popuai koncentraci, fgdevsim u tkvin. Vyhodou této metody

je rychlost a nizké provozni naklady (Ahre&eemdller, 1992; Bertaccini, 2007).

3.2.2 Detekce zaloZena na imunochemickych a hybridnich metodach

Vyvoj DNA sond nastartoval diferenciaci mezi jedngimi skupinami fytoplazem
pomoci molekularnich metod, jako jsou DOT hybridzaa Southern hybridizace.
Sondy, klonované fragmenty chromozomalni DNA fy&g@m, pouZivané ¥dhto
metodach vykazuji SirSi deteld rozsah nez protilatky. Maji omezenou velikogs@u
razré specifické. Nevyhodou hybridigaich metod je mala citlivost sond vzhledem
k nizké koncentraci fytoplazem (Seemigeal., 1998; Leeset al., 2000).

Krom¢ sond se také rozvijelo vyuziti monoklonalnich alyklonalnich
protilatek. Diky vysoce specifickym monoklonalnimoplatkam se zlepSila spolehlivost
detekce fytoplazem pomoci ELISA testu a imunoflgoestni mikroskopie (Leet al.,
1998a, 2000, Bertaccirgt al., 2007). ELISA test se pro detekci vyuziva jen velmi
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ziidka, jelikoZz neni pro jeho uskdt&ni vyrobeno dostatek specifickych a vysoce
koncentrovanych protilatelCasto také vyrobené protilatky, pochazejicélzostlin a

hmyzu, vykazuji kizové reakce (Seemduletral., 1998).
3.2.3 Detekce zaloZzena na molekularnich metodach

S rozvojem molekularni biologie, se stavalyispupy pro detekci a identifikaci
fytoplazem ¢im dal dokonalejSi a umoznily velky pokrok v diagtice chorob
zpisobenych amito fytopatogeny (Leet al., 1998a; Leect al., 2000). Kwili novym,

citlivéjSim a specifitéjSim molekularnim metodam bylo usn&do studium zabyvajici

se diverzitou a ekologii fytoplazem (Leieal., 1998a).

3.2.3.1 PCR
V sowasnosti ngjastjSi a nejcitlivjSi metodou pouzivanou pro detekci fytoplazem je

nested PCR, ktera je vhodna pro diagnostikanych chorob. Vyhodou této techniky,
na rozdil od sérologickych a hybridézdch test, je detekce fytoplazem i ve velmi
nizkych koncentracich (AhremesSeemuiller, 1992; Leet al., 2000).

Univerzalni detekce a identifikace fytoplazem jelozena na amplifikaci
16S rRNA genu za pomoci univerzalnich prim&1/P7 a R16F2/R2, ktera poskytuje
produkt dlouhy piblizné 1200 bp (Dengt Hiruki, 1991; Schneidest al., 1995).

Existuji také detekce vyuzivajici specifické prigneTento pistup je vSak
vhodny pro konkrétni druhy fytoplazem. Amplifikase provadi u genleZicich mimo

ribozomalni oblast.
3.2.3.2 RFLP

Metoda, ktera odliSuje jednotlivé izolaty fytoplazese oznéuje jako polymorfismus
délky restriknich fragment (restriction fragment length polymorphism, RFLFato
analyza probiha za pomoci restrikch endonukleaz, kteréept amplifikovanou DNA
na specifickych restriinich mistechdasto palindromové sekvence). Existuje delda
téchto bakterialnich enzyim které pi amplifikovanou DNA na menSi fragmenty,
mezi ne¢astji pouzivané pat Rsal, Msel, Alul, Hpall, Taqgl, Hinfl a dalSi. Rozdily Ize
pozorovat v délce a ptu téchto fragment pomoci UV transluminatoru porgrchozi
elektroforetické separaci. Podobné fytoplazmy vykazpodobné profily, kdeZzto
fytoplazmy pochazejici Ziznych hmyzich vektdr nebo zerspisnych oblasti se
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v RFLP profilech liSi (Seemilest al., 1998). Pro lepSi rozliSeni drafse k analyzam
pouziva ¥tSi paet restriknich enzynmi (Lee et al., 1993). Vysledné profily lze
porovnat s databazi virtualnich préfilptipadré je mozné provaf i RFLP analyzu
insilico (Weiet al., 2007).

3.2.3.3 Sekvencovani

DalSi vyznamnou metodou pouZzivajici se k detekmbphazem je sekvencovani. Tato
metoda vyuzivatuznych ribozomalnickti neribozomélnich geh Vysledné sekvence
jsou posléze srovnavany s databazi (GenBank) netmunbyt virtuélg S€peny. Tato
metoda, umaiujici vzajemné porovnani sekvenci a fylogenetickoalyzu, slouzi jako

zaklad pro pesrgjSi taxonomii, pedevsim vifidé Mollicutes (Bertaccini, 2007).

Klasifikace a taxonomie fytoplazem byla tkv nedostupnosti fenotypovych
informaci zaloZena fpdevSim na molekularni analyze genu 16S rRNA, kigyly
vhodny pro tuto charakterizaci (Lekal., 2000). S cilem roz&f Uc¢innost a kapacitu
stavajiciho genu 16S rRNA vyvinuli Zha al. (2009) program iPhyClassifier. Ten
provadi sekveini podobnostni analyzu ve srovnani s reféméni izolaty fytoplazem a
simuluje restrikni Stipani #iznymi restriknimi enzymy a gelovou elektroforézu a
nasled® vytvéri virtualni RFLP profily. Pomoci tohoto programu feozné z#adit

fytoplazmy do konkrétnich druh Candidatus phytoplasma’.

3.3 Klasifikace fytoplazem

Za fadu let, kdy jsou fytoplazmy studovany, bylo nawdexkolik klasifikacnich
systéni, které se postupemiasu roz&ovaly a upesiovaly. Klasifikani systémy
vznikaly nejdive na zakladl PCR/RFLP analyzy, poZjl na zaklagd analyzy vlastnich
sekvenci a jejich fylogenetickych vztafLeeet al., 1998b).

Lee et al. (1993) navrhli identifikaci a klasifikaci fytoplame zaloZzenou na
RFLP analyze 16S rDNA sekvence. Navrhiedzhazelo testovani 40 vzérk
pochézejicich z odliSnych drwhinfikovanych rostlin. RFLP analyzeqdchazela PCR
amplifikace s pouzitim univerzalnich priniefPorovnanim vyslednych RFLP prafil
na zaklad podobnostniho koeficientu, bylo 40 zkoumanych MUssifikovano do 9
skupin a 14 podskupin.

O pet let pozaji Lee et al. (1998b) studovali soubor 34 izaldtytoplazem a na
RFLP analyzu pouzili 17 restdkich endonukledz a klasifiai schéma roz8ii na 14
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hlavnich skupin a 32 podskupinét€i diverzita byla odhalena u 57 fytoplazem ve istud
Seemduleraet al. (1998). Diky této praci se klasifikai schéma rozrostlo o dalSich 6
skupin.

Wei et al. (2007)provadli in silico RFLP analyzu 16S rRNA genu fytoplazem.
Analyzovano bylo celkem 524 fytoplazem, které b§f§peny 17 @iznymi restriknimi
enzymy. Na zaklatzjisttnych RFLP profii pak navrhli v soéasnosti konénych 28

skupin fytoplazem.

Aby se roz§ily informace nejen o klasifikaci, ale také o mal&eni variabilit
fytoplazem, za&aly byt studovany i dalSi geny. Jednim z dalSicdly bap. genyTuf a
vmpl (Schneideket al., 1997; Cimermaret al., 2009).

3.4 Taxonomie fytoplazem

Kultivovat fytoplazmy v podmink&ch in vitro se dadswikomu nepoddo. Tato
skut&nost naznéuje odliSny metabolismus a vyraznedukovany genom fytoplazem

ve srovnani s ostatnimi prokaryotyidy Mollicutes (Bai et al., 2006).

Tato skuténost znemoiuje ucgeni jejich taxonomického statusu pomoci
klasickych pistupi integrace informaci o fenotypu, genotypu a fylagenkteré se
tradicné pouzivaji v moderni bakterialni taxonomii u kuttkatelnych prokaryot
(Seemilert al., 1998; Leeset al., 2000). Na z&klatlanalyzy 16S rDNA sekvence bylo
zjisténo, Ze fytoplazmy fedstavuji monofyletickou d&ev v ramci tidy Mollicutes
(Leeet al., 2000). Tida Mollicutes se sklada ze dvouétvi, do prvni spad&ad
Acholeoplasmatales a Anaeroplasmatales a dalSi. Druhad &ev obsahuje
Mycoplasmatales a Entoplasmatales (Bai et al., 2006). Fytoplazmy jsouifbuzrejsi
Acholeplasmatales nez Mycoplasmatales, a za nejblizSi fibuzné fytoplazem byly
oznaeny acheoplasmy -A. palmae a A. modicum (Lee et al., 2000). Klasifikace
fytoplazem, které tvd parafyletickou skupinu, do drih ozn&ovanych jako
"Candidatus Phytoplasma” seépe na zéklad klasifikaénich pravidel zviejrénych
IRPCM vroce 2000 (Firrao, 2004). Fytoplazma je rakterizovana jedirgou
sekvenci 16Sr RNA genu CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT. b byl izolat
ozna&en jako samostatny druhCa. Phytoplasma’, musi vykazovat podobnost se
sekvenci 16Sr DNA nizSi nez 97,5 %. Fytoplazmy &vyomologii v této sekvenci se

mohou stat samostatnymi druhy, pokudispldalSi biologické charakteristiky - jedna
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se 0 ekologicky oddenou populaci, jsou ipnasSeny odliSnymi vektory, liSi se
rostlinnymi hostiteli a existujitkazy o jejich genetické diverzi(Firrao, 2004).

3.5 Fytoplazma stolburu

3.5.1 Klasifikace fytoplazmy stolburu

Fytoplazma stolburu byla g@zena do skupiny 16SrXIl podle klasiftkdho schématu
navrzeného Leest al. vroce 1998. Stolburova skupina byla dale ¥emh do 2
podskupin (A, B). Tento systém podskupin byl naladksimulované RFLP analyzy,
brzy obohacen o dalSi 3 podskupiny (C, D, E) (&ei., 2007). Quaglinat al. (2009)
pak toto schéma rozdi o dalSi 2 podskupiny G a Fi&s vSechna nova rozdvani se
nentnilo nic na tom, Ze fytoplazma stolburu s neoficidd ndzvem, navrzenym
IRPCM v r. 2004, Candidatus Phytoplasma solani” (Firrao, 2004) iato podskupiny
16SrXII-A (Leeet al., 1998b).

3.5.2 Geograficka roz&ieni fytoplazmy stolburu

Vyskyt fytoplazmy stolburu je né&jstji spojovan se zesmi péstujici vinnou révu.
Jedné sefpdevsim o Francii, kde je tato choroba @owvana jako Bois Noir (BN), dale
o Némecko s ozngnim Vergilbungskrankheit (VK) a v Itélii, kde seetisdme
s pojmem Legno Nero (LN) (Quagling al., 2009). Fytoplazma stolburu se krdm
téchto hlavnich oblasti vyskytuje také ve Sgaku (Battleet al., 2000), Rakousku
(Riedle-Baueret al., 2006), Bulharsku (Avramoet al., 2008; Avramowt al., 2011),
Ceské republice (Fialov&t al., 2009) a Chorvatsku (Musiet al., 2011). Krony

evropskych zemi byla identifikovana i v Severni Aioe (Seemdilleet al., 1998).

3.5.3 Hostitelé fytoplazmy stolburu

Mezi primarni hostitele p#t plare rostouci rostliny, jako jsou swec rolni
(Convolvulus arvensis), opletnik plotni Calystegia sepium), kopriva dvoudomalrtica
dioica) nebo levandulelL@vendula sp.) (Langeret Maixner, 2004; Moriet al., 2007,
Riedle-Bauert al., 2008, Cimermaet al., 2009; Fialovéaet al., 2009; Navratilet al.,
2009).

Z hospodésky vyznamnych plodin napada fytoplazma stolbusiwggce zeledi
Solanaceae (lilkovité) a Apiaceae (mitikovité), pedevsim lilek raje (Solanum

lycopersicum), miiik celer @pium graveolens), lilek vejcoplody Solanum melongena),
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paprika r@ni (Capsicum annuum), lilek brambor Solanum tuberosum), mrkev obecna
(Daucus carota) a dalSi. Koncovym a z hospddiéého pohledu vyznamnym hostitelem
je réva vinna\itisvinifera) (nag. Battleet al., 2007; Fialovéet al., 2009).

3.5.4 Fiznaky stolburové infekce

Pfiznaky vyskytujici se v infikovanych rostlinach B& druhem fytoplazmy a fazi
infekce. Ve ¥tSir¢ pripadi maji fytoplazmy na rostliny Skodlivycinek, ale existuji i
piipady tolerantnich druhrostlin, kde se fiznaky neprojevi &#ec nebo jen v malé
miie (Leeet al., 2000).

Mezi typické ghiznaky stolburu pat malformace a vysychani &, zakrrely
rast, Zloutenka, svinutk& zmeéna zbarveni list. Pfiznaky se mohou liSit v zavislosti na
hostitelské rostli&, kultivaru, a klimatickych podminkach, jako jsollnkost, teplota a
dalSi (Riedle-Bauesat al., 2006; Fialovéet al., 2009).

Na vinicich zfisobuje fytoplazma stolburu zavaznou chorobu tzvis Bdoir
(BN). Pati mezi netastjSi a nejzavaz)Si nemoci vinné révy v Evrép Mezi
negastjsi piiznaky (obr.¢. 1) této Zloutenky pét svinutka, chloroza listovych Zilek,
nekréza acervené zbarveni ligt(u ¢ervenych odid hrozni), nedokonald lignifikace
stonku (Battlest al., 2000; Avramovet al., 2008; Bergeet al., 2009, Staryet al., 2013).
Na vinicich zmisobuje znehodnoceni phlind¢imz dochazi ke snizeni jejich kvality a
k ekonomickym ztratam (Battket al., 2000; Bergeet al., 2009). Riznaky této choroby
jsou lehce zagmitelné se Zloutenkou révy vinné, chorobou Flaveseedorée,

vyvolané nefibuznou fytoplazmou ze skupiny 16Sr-V.
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Obr. ¢&. 1: Priznaky stolburové infekce u révy vinné

3.5.5 Vektai fytoplazmy stolburu

Prenos fytoplazmové infekce je usk&evan prostednictvim hmyzich vektdr
riznych drulii. Dalezitou, ve studiu vztahu vektor-fytoplazma-rosdlirje tzv. doba
latence, kdy neni hmyz schopetepaSet fytoplazmu na zdravé rostliny. Toto obdobi
muZze trvat tizné dlouho, od gkolika hodin po gkolik tydnt (Bertaccini, 2007).

vvvvvv

obsoletus (Signoret, 1865). Vyskytuje saqrlevSiim na evropském kontinentu, ale byl
také nalezen vékterych regionech Asie. Nejseveéjsi vyskyt byl hlaSen z Polska a
Némecka. Tento vektor je polyfagni, algegnostd saje na rostlinach &ledi
Solanacae (Valenta, 1953; Sforzet al., 1998).

Ve stedni a jizni Evrop byla potvrzena iitomnost i jinych vektat, jako jsou
Macrosteles laevis (Ribaut, 1927)Aphrodes bicinctus (Schrank, 1776)Pentastiridius
beieri (Wagner, 1970) (Gatineaat al., 2001),Anaceratagallia ribauti (Ossiannilsson,
1938) (Riedle-Baueet al., 2008),Macrosteles quadripunctulatus (Kirschbaum, 1868
(Battleet al., 2007; Riedle-Bauest al., 2008).

U rfady hmyzich zéstuficbyla potvrzena itomnost fytoplazmy stolburu, ale
pienos s jejich pomoci nebyl potvrzen, mohlo by sikge o tzv. potencialni vektory.
Pati mezi ® nagiklad: Emelyanoviana mollicula (Boheman, 1845)Eupteryx
atropunctata (Goeze, 1778),Dryodurgades reticulatus (Herrich-Schaffer, 1834),
Anoplotettix fuscovenosus (Ferrari, 1882), Macrosteles sardus (Ribaut, 1948),
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Mocuellus collinus (Boheman, 1850)Reptalus panzeri (Low, 1883) (Riedle-Bauegt
al., 2006).

Nicmére fytoplazma stolburu byla detekovana i u dalSichyrich zastupt ze
skupin plostic Keteroptera) a mer Psylloidea) jako jsou:Trioza urticae (Linneaus,
1758), Adelphocoris lineolatus (Goeze, 1778)Lygus rugulipennis (Poppius, 1911)
(KorbaSova, 2012).

3.6 Geneticka variabilita stolburu

Pro studium variability se n&gsgji pouziva ribozomalni, konzervativni gen 16S rRNA
(Schneideret al., 1997; Seemdileet al., 1998 Langeret Maixner, 2004) a dale
neribozomalni geny, napTuf, Sec-Y, vmpl, které vykazuji ¥tSi variabilitu (Seemduler
et al., 1998; Cimermaret al., 2009; Fialovéet al., 2009).

3.6.1 Gen 16S rRNA

Gen 16S rRNA se vyskytuje u vSech prokaryot. Jedriabilni a konzervativni oblasti
jsou dilezité pro klasifikaci a detekci fytoplazem (Schueziet al., 1997; Seemuleet
al., 1998; Langeet Maixner, 2004). Na obrazku 2 je znazorén virtualni RFLP profil
fytoplazmy stolburu (Candidatus phytoplasma solani) odpovidajici proddikt
R16F2/R2 naStipanymiznymi restriknimi enzymy.

Protoze je vSak sekvence tohoto genu u i#ol@bchazejici ziznych
geografickych oblasti aiznych rostlinnych a hmyzich hostiiedbecg malo variabilni,
pouzivaji se P studiu diverzity a fylogenetickych vztahu fytoplazmy stolburu Useky
neribozomalnich geén (Tuf, vmpl, Sec-Y) (Seemiileret al., 1998; Cimermaret al.,
2009; Fialoveet al., 2009).
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16SrXII-A “Ca. Phytoplasma solani’
(AJ964960)

Obr. ¢&. 2: Virtualni RFLP profily u R16F2/R2 sekvence 16S DN

‘Candidatus phytoplasma solani’

3.6.2 GenTuf

Elongani faktor Tu je kddovaiuf genem a podili s&ipranskripci fytoplazem. Studia
zabyvajici se timto genem nazZop vysSi variabilitu, nez jaka je u genu 16S rRNA.
Toho se vyuzivaip diferenciaci a pedevsSim klasifikaci fytoplazem (Schneidgral.,
1997).

Variabilitou Tuf genu se jako prvni zabyvali Langet Maixner (2004).
Amplifikaci tohoto genu s primerovymi péary fTufAJfAy a naslednou RFLP
analyzou ziskali 3 charakteristické profily, vyskjjti se v 8meckych izolatech révy
vinné, rezervoarovych rostlinactCdlystegia sepium, Convolvulus arvensis, Urtica

dioica) a hmyzim vektoriHyal esthes obsol etus.

U izolath z vinné révy a Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865) byly ziskany 3
profily (VK-1, 1l a lll). PficemZ genotyp VK-IIl je dosud vzacny a byl detekoy@nize
v Némecku. NejtypitéjSim profilem vinné révy je VK-I, vyskytujici se vetSing
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vinaiskych oblasti na tomto Uzemi. Rostlinny hostitelebpk plotni Calystegia
sepium) byl spojen s profilem VK-II a lll. Restrdni profil VK-II byl také detekovan u
svlatce rolniho Convolvulus arvensis) a profil VK-1 u kogivy dvoudomé (rtica

dioica). NegastjSim a zarove nejrozsfensjSim profilem v Nmecku je VK typ II.

V jinych evropskych zemich napv Chorvatsku a Italii byly objeveny profily
Tuf-a (Tuf-l) a Tuf-b (Tuf-ll) odpovidajici vySe ZmEnym profiltim.
NejfrekventovagjSim byl v €chto zemich genotyp Tuf-b (Pacifiebal., 2009; Murolo
et al., 2010; Musicet al., 2011).

3.6.3 Genvmpl

Stol-1H10 neboli gen pro variabilni membranovy prot (vmpl) vykazuje vysoky
polymorfismus, proto je&asto pouzivan pro studium diverzity u fytoplazemlisiru
(Pacifico et al., 2009). Gen koduje VMP1 protein, skladajici se z admnokyselin.
Tento protein je zapojen v interakci mezi fytoplamma hostitelem (Cimermaet al.,
2009).

VeEtSi variabilitu nez u fedchoziho genuTuf potvrdili ve svych studiich
nagiklad Cimermaret al. (2009), Pacificaet al. (2009), Muroloet al. (2010), Musicet
al. (2011) a dalsi.

Murolo et al. (2010) ziskali pomoci nested PCR dva fragmenty lkastech
1700 bp a 1450 bp. RFLP analyzou s uziRsal enzymu detekovali u vzoikz révy
celkem 9 profit (V2, V3, V4, V5, V12, V14, V15, V16). Genotypy V& V5 mely
vysokou korelaci s izolaty vykazujici Tuf-a genqtymalezenych v oblastech Abruzzi,
Marche a Campania. Ostatni profily byly spojovanyfuéb typem, picemz
neiastjSim byl profil V14 (u 34 vzork). NejwtSi rozsah zjignych profili byl hlaSen
z Marche. Na tomto mista v Abruzzii byly 2 vzorky fytoplazmy stolburu ukgici na
smeésnou infekci (profil V4 a V12). U bylinnych a pldmgch vzorki bylo
identifikovano pouze 6 profil (V2, V12, V14, V15 a V17). NeastjSim profilem byl
na rozdil od vinné révy profil V12 nachazejici s&3ech analyzovanych rostlinnych
druhi krom¢ papriky. U ragete se vyskytovalo nejvice prdfi(V2, V12, V14, V15 a
V17). Stejik jako u vzorki z vinné révy byla i zdeffiomna smisna infekce u tabaku
v Campanii (V12 a V16 a ) a u svte v Abruzzii (V12 a V15).

V préci Pacificoet al. (2009) byla sledovana variabilita vysSi. Genpl poskytl
3 rizné produkty, jez byly podrobeny RFLP analy®sa(). Vysledkem bylo 11
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odlisnych V profifi, pricemz V5 — V8 byly ziskany z fragmentu dlouhého 1Bp0
Profily V1 - V4 a V9 - V11 vznikly z amplikonu 182p. NejwtSi amplikon (2070 bp)
poskytl profil podobny profilu V11, pouzitim jinéheestrikkniho enzymu Alul) byl

ziskan novy profil V12. V Chorvatsku bylo RFLP aymdu s restriknim enzymem
Hpal odliSeno pouze 5 profil(V3, V4, V5, V14 a srés V2 a V18).

3.6.4Sec-Ygen

SecY gen koduje podjednotku translokadzového proteitrar{(Slocase subunit”). Studium
sekverini variability tohoto genu bylo usgre pouzito k rozliSeni izolat raznych
skupin fytoplazem, jako népze skupiny 16SrV - Flavescence dorée (Kuzmanevic
al., 2008), 16Srl - fytoplazma Zloutenky aster (letal., 2006) nebo 16SrX - skupiny
fytoplazmy proliferace jablan (Danetet al., 2007).

Podobné vysledky byly ziskany i vipads tii existujicich studii variabilitysecY
genu u izolal fytoplazmy stolburu. Analyzo&ecY sekvenci byla zjigha variabilita,
je ale vyraza nizSi rz v pipadd vmpl genu. V souboru izolat udrzovanych
naCatharanthus roseus pivodem z#@znych hostital, réva vinna, rade, paprika a
vektorii, H. obsoletus z riznych zemi, Francie, Italie,dhecko, Libanon a Srbsko, bylo
identifikovano 8 jednonukleotidovych zé&m (SNPs) (Cimermarmt al., 2008, 2009;
Fialovaet al., 2009;).

3.7 Fytoplazma stolburu vCeské republice

V prvni polovirg 20. stoleti, v byvalénteskoslovensku, Zgobily epidemie stolburu
znaneé ztraty ve vynosu zefklskych plodin jako jsou brambory, tata, paprika. Na
zatatku Sedeséatych let vSak doSlo k vyraznému snizenivymizeni choroby
pravdEpodobré vlivem pouzivani herbicid a insekticid v intenzivnim zersdélstvi,
které pravdpodobr vedlo k vyhubeni hmyzich vekito(Navratilet al., 2009).

Na jizni Moraw doSlo, po roce 2000, ke znovuobjeveni &omnému naistu
vyskytu této fytoplazmy (Bezikova et Linhartovg 2007; Navratil et al., 2009).
Faktorem, ktery pravghodobré zpisobil tento vziist, byl pokles pouZzivani pestidicha
tomto Uzemi,cimZz doSlo ke zmnoZeni rezervoarovych rostlin, ki@ znadmymi
hostiteli fytoplazmy stolburu a takéiéni vektora,Hyalesthes obsoletus (Signoret,
1865) (Saffova et al., 2011). Vyskyt stolburu a patogena fytoplazmy sialh ktery

tuto chorobu zfisobuje, byl intenzivé studovan na jizni Moray v Lednické oblasti.
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Tato lokalita je vyznamnou zemukIskou oblasti, s intenzivnimi plochami ¢aj, paprik

a celeru, ale také vyznamnou uiskou oblasti (Navratiét al., 2009). Na zkoumanych
polich byla potvrzena fiomnost stolburu, plodiny vykazovaly typické&iznaky
infekce. Intenzita iznaki vedla i k vyznamnym ekonomickym ztratam jak u pafaz
14 %) tak u rajat (az 9 %), kde byl zarokkezaznamenan nejtdi vyskyt fytoplazmy
stolburu (15 %) (Navrétiet al., 2009). Navic byl v této oblasti potvrzen i vyskyt
infikovanych rezervoarovych rostlin, sékc rolni Convolvulus arvensis) a kogriva
dvoudoma Urtica dioica), které poskytovaly vhodné podminky prdesii stolburu
(Fialovaet al., 2009).

Vyskyt fytoplazmy stolburu byl sledovan ve vigské oblasti na Morav a
v Cechéch (Stargt al., 2013). Na Moraw byl zaznamenan vyskyt fytoplazmy stolburu
na ré¥ vinné s fiznou intenzitou, nejextréendj$i vyskyt (65 %) byl zjig&in v r. 2005
v lokalit¢ BozZice, naopak v lokalit Pernd se incidence pohybovala okolo 5%.
V Cechéch byl vyskyt fytoplazmy stolburu v obdobi 20011 na vinicich zjigh jen
sporadicky, coZ je spojovana s tim, Ze viniad@echach byly vysazeny pogda Ze se
zde nevyskytuje vektor stolbutdyalesthes obsoletus (Staryet al., 2013). Za vektora
fytoplazmy stolburu je Ceské republice povaZovétyal esthes obsoletus, jehoz vyskyt
byl potvrzen na jizni Mora¥ Na lokalithch Perna, Lednicefdi a Podivin byla
pomoci nested PCR /RFLP analyzy potvrzetitomnost fytoplazmy stolburu v jeho
samcich, samicich i larvachiidmnost fytolazmy stolburu byla zj&ta i u zastupkc
r. Empoasca a Lygus (Biezikovéet al., 2007; Saffovaet al., 2011)

V ceské republice byl provad i vyzkum genetické variability u fytoplazmy
stolburu, a to na jizni Mor&w oblasti jejiho vyskytu, na lokalitachi®:i, Lednice a
Perna. Dlezité informace o variabilit poskytly RFLP a sekveéni analyzy
neribozomalnich geén Tuf, vmpl, Sec-Y. Hpall/RFLP analyzou 940 bp dlouhého
produktu Tuf genu byly sledované izolatyripazeny ke genotypu Tuf-b. Jedna se o
negastji zjiStovany genotyp, ktery je spojovan s rezervoarovatlimou svig&cem.
Zajimavosti je, Ze v #zi byl tento profil ptomen u kofivy, u které se ¢ekéava vyskyt
genotypu Tuf-a (Fialovét al., 2009).

S ohledem na variabilitumpl genu bylo pomoci restiiki endonukledzyrsal
ziskano 5/mp1l profila (I-V). Nejcasgji detekovany byl profil 1. Profily I, 1ll a V by
nalezeny pouze v Lednici a profil IV pouze ¥eBi u vinné révy a kdjpy (Fialovaet
al., 2009).
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Niz&i variabilita byla zji&#nu v pgipad analyzySecY genu.Ceské stolburové
izolaty se rozdily do dvou skupin. \tSina ceskych izolai byla identicka
s referetinim izolatem pvodem z Francie¢ast byla identicka s izolatemiyodem
z Némecka (Fialovat al., 2009).
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Material

V experimentalni¢asti byl pouzit material z hmyzich vekiofytoplazmy stolburu
ostruhovnik SkvorovypDicranotropis hamata (Boheman, 1847fpotencialni vektor) a
Zilnatka vironosnaHyalesthes obsoletus (Signoret, 1865) (obr¢. 2). Celkem bylo
analyzovano 43 jediric Dicranotropis hamata (Boheman, 1847)a 28 jediné
Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865)izného pohlavi (samci, samice, larvy 5. instaru)
Hmyzi vektdi byli odchyceni na rezervoarovych rostlinach, néa&i (Convolvus) a
koprivé (Urtica). Vzorky pochéazely z lokality Perna na jizni Mokg¢eskéa republika).
Skér byl proveden 29.6.2011. Hmyzi vzorky byly po ogith uchovavany v 96%
etanolu pi teplog -80 °C. Odchyt jedint byl proveden pracovniky Labordo
molekularni biologie mikroorganisin(Mgr. Martin Stary), vlastni determinaci proved|

dr. Pavel Lauterer (Moravské muzeum, Brno).

Obr. ¢&. 2: Dicranotropis hamata (vlevo) aHyalesthes obsoletus (vpravo)

4.2 Metody

4.2.1 1zolace celkové DNA

Extrakt celkové DNA z jednotlivych jedidic hmyzu byl ziskdn pro&dnictvim
komekniho kitu Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Pmega). Izolace byla
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provadna v 1,5 ml mikrozkumavkach, do kterych byl&idano 200 pl Nucleis lysis
solution do ®j byl pridan jeden jedinec a pomoci UH mikrohomogenizatbyl
rozeten. Vznikla snis byla inkubovana v termoblokdtipeplot 65 °C po dobu 15 min.
Po prvnich 7 min byla sés promichanaNasled® byly vzorky ponechany 5 miniip
pokojové teplat. V dalSim kroku byly klyzatu fdany 3 pl RNase solution
a ependorfky byly promichany obracenim (25x) a pogntrifugovany kratkym
pulsem — 5 000 rpm po dobu 10 s. &nbyla inkubovana 15 mintipteplog 37 °C a
poté 5min p pokojové teplot. Nasledd bylo pridano 67 pl roztoku Protein
Precipitation solution. Vzorky byly vortexovany 20pi 1 600 rpm a poté 5 min
chlazeny na ledu a évre centrifugovany 4 minip 13 000 g. Supernatant obsahujici
DNA byl piepipetovan do novych 1,5 ml mikrozkumavek,¢kn bylo gidano 200 pl
isopropanolu. Proteinovy pelet byl odsttan Vzorky byly promichany igvracenim
zkumavky (5x) a inkubovanyrpteplot -20 °C.

Nasledujici den byly vzorky centrifugovany 1 minii p 13 000 g.
Z mikrozkumavky byl opatmh odstragn supernatant a k bilému peletu obsahujicimu
DNA bylo piidano 200 pl 70% etanolu. Mikrozkumavky byly paeyraceni
centrifugovany 1 min i 13 000 g, poté byla otéena zkumavka ponechana na
filtraénim papfe, aby se odstranil zbytkovy etanol. V dalSim krokyy vzorky
vysouSeny ve vakuové odparce po dobu 30 riteplot 45°C. Nasledujicich 10 min
byly vzorky ponechany naidpace @i 65°C. DNA byla rozpudna v 50 pl

Rehydratation Solution a inkubovania 4 °C gres noc.

Koncentrace atistota izolované DNA byla stanovena spektrofotorkyr,
pomoci spektrofotometru NanoDropl000. Izolovana DNbByla dlouhodob

uchovavanaip teplot -20°C.

4.2.2 PCR amplifikace

Pfitomnost fytoplazmy v jednotlivych vzorcich bylateleovana pomoci nested PCR
amplifikaci 16S rRNA genu. Tato metoda vyuziva dymhymerazovych reakci, kdy
produkt prvni PCR je pouZzit jako templat v druhéka. Vyhodou tohoto postupu je
moznost detekovat DNA o velmi nizké koncentraciyyimedou je vysoké riziko

kontaminaci.
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U vzorki pozitivnich na fytoplazmy stolburu byly pomoci tezs PCR,
se specifickymi primery a zaéznych gedem definovanych podminek amplifikovany i
dalSi neribozomalni geny(f, Sec-Y a vmpl).

4.2.2.1 Nested PCR

Nejdtive byla gipravena reatni snes (premix). Reakni snmés pro nested PCR byla
piipravovana za sterilnich podminek v laminarnim bdRely postup byl provam na
ledu, aby nedochazelo k nespecifickym reakcim.

Do 1,5 ml zkumavek byly rozpipetovany jednotlivéZly reakni snesi podle
zadanych objein(tabulka¢. 1). Mikrozkumavky s reaki smési byly kratce stéeny na
minicentrifuze, zvortexovany a znovu &ay. Posléze bylyijany 2 pl DNA vzorku a
celkova smis byla ogt staiena. V druhém amplifikanim kroku byl nejéive produkt
predchozi reakce madkn 40x (2 ul amplikonu prvni reakce a 78 pl stentody). Po
skorteni gipravy byly zkumavky vloZzeny do termocykléru. Anfiidace byla spusgha
dle PCR podminek definovanych v tabulk&cR - 4.

V PCR reakcich byly pouzity ribozomalni primergjighZ sekvence a velikost

PCR produki je uvedena v tabulae 5.

Tab. ¢. 1: SloZzky reakni snesi pro PCR

. Koncentrace Koneéna Na 1 test
Polozka .
pracovniho roztoku | koncentrace 1]
MyTagq reakni pufr 5 X 1x 4
MgCl, 25 mM 0mM 0
Voda 13,4
dNTP 2mM 0mM 0
f primer * 20 pmol/pl 0,2 mM 0,2
r primer ** 20 pmol/ul 0,2 mM 0,2
MyTaq DNA 5 U/l 1Ulreakce| 072
polymeraza
Objem reakni snesi 18 pl
Objem vzorku 2 ul
Objem reakce 20 pul

*forward primer (P1, F2, fTufl, fTufAy, PosecF1,92aN2, StolH10F1, TYPH10F)
** reverse primer (P7, R2, rTufl, rTufAy, PosecFBsBcR3, StolH10R1, TYPH10R)
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Tab. €. 2: Podminky PCR pro 16S rRNA gen

Faze Teplota Cgs Potet
[°C] [min] cykli
P1/P7
Predenaturace 95 2 1
Denaturace 95 1
Annealing (navazani primeéy 55 2 35
Syntéza cilového Useku 72 3
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
R16F2/R16R2
Predenaturace 95 2 1
Denaturace 95 1
Annealing (navazani primey 55 2 35
Syntéza cilového Useku 72 3
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
Tab. ¢. 3: Podminky PCR prauf gen
Faze Teplota (V?fas Pocet
[°C] [min] cykli
fTufl/ rTufl
Predenaturace 95 15 1
Denaturace 95 0,5
Annealing (navazani primey 45 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 1
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
fTufAy/ rTufAy
Predenaturace 95 0,5 1
Denaturace 95 0,5
Annealing (navazani primeéy 55 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 1
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
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Tab. ¢. 4: Podminky PCR pr&ec-Y gen

Faze Teplota (V?fas Pocet
[°C] [min] cykla
PosecF1/PosecF2
Predenaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5
Annealing (navazani primey 54 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 1
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
PosecN2/PosecR3
Predenaturace 95 3 1
Denaturace 95 0,5
Annealing (navazani primeéy 52 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 1
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1

Tab. €. 5: Podminky PCR prempl gen

Faze Teplota Cgs Potet
[°C] [min] cykla
StolH10F1/ StolH10R1
Predenaturace 94 4 1
Denaturace 94 0,5
Annealing (navazani primeéy 52 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 2
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
TYPH10F/TYPH10R
Predenaturace 94 4 1
Denaturace 94 0,5
Annealing (navazani primeéy 52 0,5 35
Syntéza cilového Useku 72 15
Elongace (dosyntetizovani) 72 10 1
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Tab. €. 6: Sekvence pouzitych primer

Velikost PCR
Primer Sekvence (5'-3) produktu Reference
[op]
16S rRNA
P1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT cca 1800 Deng a Hiruki, 1991;
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Schneideet al., 1995
R16F2 ACGACTGCTAAGACTGG
RI6R2 | TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 6@ 1200 Leeetal., 1993
Tuf
fTufl CACATTGACCACGGTAAAAC cca 1080
rTufl CCACCTTCACGAATAGAGAAC Schneidegt al.. 1997
fTufAy GCTAAAAGTAGAGCTTATGA cca 950 v
rTufAy CGTTGTCACCTGGCATTACC
Sec-Y
PosecF1 TCTGCTTTGCCTTTGCCTTT cca 1052
PosecF2 ATTAGTAAACTAGTTCCTCC Fialovaet al. 2009
PosecN2| CCATCAAAACTTTTTGGTTTAGGC cca 998 ’
PosecR3 GCCCCTATAACGGTGATTTTGA
vmpl
StolH10F1 AGGTTGTAAAATCTTTTATGT cca 1850
StolH1I0R1 GCGGATGGCTTTTCATTATTTGAC Pacificoet al., 2009;
TYPH10F AACGTTCATCAACAATCAGTC cca 1450 Fialovaet al., 2009
TYPH10R CACTTCTTTCAGGCAACTTC

4.2.3 Gelova elektroforéza

Vysledné amplikony nested PCR byly podrobeny etd@tetické separaci v 1%
agar6zovém gelu.

Na pipravu zasobniho roztoku byly pouzityg3agarézy a 30t TAE pufru
(1x). Z tohoto zasobniho roztoku bylo 50 ml ra®reo v mikrovinné trouba posléze
nalito do kadinky. B ochlazeni gelu ffiblizn¢ na teplotu 65 °C byly fjidany 3 pl
fluorescetiniho barviva GoodView (GoodVieW' Nucleic Acid Stain, SBS Genetech)
pro poz@jSi vizualizaci DNA. Po promichani byl gel nalit q#edem pipravené
vanikky s hrebinky a pi pokojové teplot byl ponechan ztuhnout. Po 30 min byla
vanika s gelem vioZzena do elektroforetické komory. Bglpielit TAE pufrem (1x) po
odpovidajici rysku, s hladinoutiplizné 0,5 cm nad gelem, a z gelu byly vytazeny
hiebinky.

Do prvni jamky byly naneseny 2 pul markeru molekélowmotnosti (Gene
Ruler™ 100 bp plus DNA Ladder, Fermentas). Do ostatnéchek bylo naneseno 5 pl
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vzorku, které byly na parafimu promichdny s 2 pll% bromfenolové mad
rozpuséné v 30% glycerinu, Kili sedimentaci vzorku na dno jamky. Produkty byly
separovany pomoci stejno&meho proudu o n&p 80 V po dobu pblizné 45 min.
Poté byly PCR produkty vizualizovany pomoci UV slminatoru (G:Box, Syngene) a

dokumentovany programem GeneSnap (Syngene).

4.2.4 RFLP analyza

Produkty pozitivni na itomnost fytoplazmy pochazejici z vektofaicranotropis
hamata (Boheman, 1847pyly podrobeny RFLP analyze. Cilem bylo identifilabv
detekovanou fytoplazmu. WHyalesthes obsoletus (Signoret, 1865)tato analyza
provedena nebyla, protoze pro analyzu byly vybréngrky, u nichz byla fitomnost
fytoplazmy stolburu prokazana jizide.

RFLP analyza byla provedena pomoci restrith endonukledRsal a Msel
podle pokyi vyrobce (Fermentas). Bylatipravena reakni snts pro pdet
analyzovanych vzork sloZeni je uvedeno v tabulée 7, ta byla rozpipetovana do
jednotlivych 0,5 ml zkumavek a k reak snesi bylo gidano 7 pl produktu nested
PCR. Celkova sis byla zakapnuta kapkou parafinového oleje a ndslegda kratce
staena, promichana vortexovanim aébpstaiena. Zkumavky byly inkubovany

v termobloku pi 37 °C @es noc.

Tab. ¢. 7: SloZeni readéni snesi pro RFLP analyzu

Polozka MnoZstvi na 1 test [l]
Pufr 10x 1,25
BSA 10x 1,3
Voda 1
Restrikéni enzym [10 U/ul] 0,2
Produkt nested PCR 7
Celkovy objem reakce 12,55

Byl ptipraven 2,5% agar6zovy TBE gel (MetaPhor® Agarasmza), k 50 ml
agarozy byly idany 3 pl barviva GelRed (GelR&Nucleic Acid Gel Stain, Biotium)
pro vizualizaci produkt Stipani.

Do jamek byly naneseny 3 pl vzorku, které bylegem smichany se 2 ul
bromfenolové moil (0,1% v 30% glycerinu). Do prvni a posledni jantgyy naneseny
2 ul markeru molekulové hmotnosti (Gene RUferl00bp plus DNA Ladder,
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Fermentas). Produkty byly separovany pomoci stejosho proudu o nag 50V,
po dobu pblizne¢ 2 h. Poté byly PCR produkty vizualizovdny pomociV U

transluminatoru (G:Box, Syngene) a dokumentovaogmmem GeneSnap (Syngene).

4.2.5 Sekvencovani

Pro studium variability byly zvoleny geny 16S rRNZec-Y avmpl.

4.2.5.1 Izolace PCR produktu z gelu

PCR produkty byly izolovany pomoci kondarho kitu (QIAquick Gel Extraction KIT,
Qiagen, podle QIAquick Spin Handbook 07/2002).

PCR produkty byly separovany v 1% agarézovém gehiidavkem 4 pl
ethidium bromidu (10 mg/ml)v prostedi TAE pufru, za standardnich podminek
(80V/45 min).

Do prvni jamky byly naneseny 2 pul markeru molekélovmotnosti (Gene
Ruler™ 100 bp plus DNA Ladder, Fermentas). Veskery PCBdykt byl smichan
se 3 ul bromfenolové maéid0,1% v 30% glycerinu) a napipetovan do dvou jrmelu.
Po elektroforetické separaci byl gel umstna UV transluminator teny pro
vyiezavani z gelu. Za prochazejiciho U\&ttvy byl pomoci sterilniho skalpelu kignut
produkt reakce, ktery byl vioZzen doifegem zvaZzenych mikrozkumavek firmy
Eppendorf. Na kazdy vzorek byl pouzit vzdy novylpka

Zkumavka byla ogtovreé zvdZzena a zrozdilu hmotnosti byla 2zjigt hmotnost
vyfiznutého gelu. Poté bykigan QG pufr v trojnasobném mnozZstvi nez byla hosttn
gelu. Posléze byl gel s QG pufrem inkubovan maxmndaD min g 50 °C nebo dokud
se gel nerozpustil. S¥a byla promichanailizné po 2 - 3 min. Ke sisi byl pidan

1 objem isopropanolu {p navazce gelu 100 mg bylofigano 100 pl). Sks byla
promichana a maxim&n700 ul smisi bylo naneseno dorgdem pipravené kolonky
(fialova kolonka byla vioZzena do &mé zkumavky). Byla provedena centrifugade p
13 000 rpm po dobu 1 min. Ze&shé zkumavky bylo vylito, co proteklo. Pokud bylo
smesi vice, krok byl zopakovan. Posléze bylo do kolopkidano 500 pl QG pufru.
Byla provedena centrifugace za stejnych podmin8kOQD rpm/1 min). Obsah &mé
zkumavky byl vylit a kolonka byla vracena do¢sié zkumavky. Do kolonky bylo
piidano 750 ul PE pufru, ta byla &@pvné centrifugovana (13 000 rpm/1 min). Po vyliti
obsahu jimaci zkumavky, byla kolonka centrifugovaagrazdno (13 000 rpm/1 min),
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aby bylo dosaZzeno Uplného vysuSeni. Poté byla kalaimiséna do nové 1,5 ml
zkumavky. Na kolonku bylo naneseno 50 pl destilévarody a byla provedena
posledni centrifugace (13 000 rpm/1 min). Vyizolo@&aDNA byla uchovavanatip

-20 °C.

4.2.5.2 Fluorimetrické stanoveni koncentrace

Koncentrace izolované DNA byla stanovena fluronc&iripomoci fluorometru DyNA
Quant 200 (Hoefer).

4.2.5.3 Sekvenai znafeni

Sekvenani zna&eni bylo provedeno pomoci Big Dye Terminator v. Iicle
Sequencing kitu (Applied Biosystems). Pro kazdyrekdoyla fipravena reakni snes
o celkovém objemu 10 pl, jeji slozeni je uvedenabulcet. 8.

Typy primefi a koncentrace DNA pouzité pro sekven zna&eni se liSily
v zavislosti na velikosti DNA fragmentu (tabulka 9), jednotlivé fragmenty byly
sekvenovany oboustratinv piipact dlouhych fragmerit byly pouzity i dalSi, vnini
primery (tabulkas. 10).

Sekvenani zna&eni bylo provedeno podle pokiyrvyrobce, podminky PCR
reakce jsou uvedeny v tabuléell. Samotnd sekvetrd analyza byla realizovana
genetickym analyzatorem ABI PRISM 3730 na pracougB AV CR, Olomouc.

Tab. ¢. 8: SloZeni reakni snEsi pro sekveéni znaeni

Poloska Mnozstvi na 1 test
1]
Pufr 10x 1
BigDye 1
Primer (1,6 pmol/ul) 2
templatova DNA 6
Celkovy objem reakce 10
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Tab. ¢. 9: MnoZstvi DNA pro jednotlivé geny

Sekven&ni MnoZstvi templatové
primer DNA [ng]
16S rRNA
R16F2
R16R2
fus
ru3
Sec-Y
PosecN2
PosecR3
vmpl
TYPH10R
TYPH10F 50
1H10R4

40

35

Tab. ¢. 10: Sekvence pouzitych viiitich primet

Primer Sekvence 5' 3' Reference

16S rRNA

fus CGGCAATGGAGGAAACT

Lorenzet al., 1995
rus TTCAGCTACTCTTTGTAACA

vmpl

1H10R4‘ AACTGCAGCTTGAGTTCTTGC| Cimermaret al., 2009

Tab. ¢. 11: Podminky PCR pro sekvetrd zn&eni

Faze T([aP Cl:?ta Cas g/c;%t
Predenaturace 96 1 min 1
Denaturace 96 10s
Annealing (navazani primeéy 50 5s 35
Syntéza cilového Useku 60 4 min
Elongace (dosyntetizovani) 10 10 min 1
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4.2.5.4 Analyza sekvenci

Za pomoci programu Segman (DNASTAR, Lasergene) lmjdpusnérné sekvence
analyzovanych DNA fragmeitslioZzeny do konmé sekvence (‘contig’). Jejich identita
byla zjiS€na porovnanim se znamymi sekvencemi dostupnymitabdai GenBank
pomoci programu Blast (BLAST, http://www.ncbi.niovgBLAST).

Ziskané sekvence byly isZeny pomoci algoritmu Clustal v programu
Alignment Explorer (Mega 5.1.), kratké sekvenceybyl dalsi analyzy Jazeny.
Ziskana sekvemi matice byla pouzita pro analyzu genetické vditgpfylogenetické
vztahy byly nasledhhodnoceny pomoci neighbor-joining analyzy progravtega 5.1,
bootstrap opakovani 500x. Ziskany fylogenetickyorstrbyl vizualizovan pomoci
TreeExplorer (Mega 5.1) (Tamuetal., 2011).

Ziskané sekvencevmpl genu byly genotypizovany pomoci restnk
endonukleazyRsal podle Fialovaet al. (2009). RFLP analyza byla provedena
v podminkéachin silico a ziskané profily byly vizualizovany za pomoci gnamu

pDraw (AcaClone, http://www.acaclone.com).
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4.3 Histrojové vybaveni, pouzité roztoky a chemikalie

Pristrojové vybaveni, poZzité chemikalie a roztoky, erkt byly pouzivany
v experimentalni ¢asti bakaléské prace, jsou uvedeny v abecednim seznamu

v nasledujicich kapitolach.
4.3.1 Kistrojové vybaveni

Centrifuga Biofuge pico (Heraeus)

Elektroforéza, zdroj stejnogsmmého proudu Power Pack P 25 (Biometra)
Fluorimetr DyNA Quant 200 (Hoefer)

Laminarni box PV-100 (Telstar)

Mikrovinna trouba

Minicentrifuga E-Centrifuge (Wealtec)

Minicentrifuga Spectrafuge™ 24D Digital Microceffiige (Labnet)
Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

Teplotni lazé mixing block MB 102 (Bioem)

10. Termoblok Dri-block® DB-20 (Techne)

11.Termocyklér T-Personal (Biometra)

12. Thermo Savant DNA SpeedVac® SPD111V (Thermo Sdienti
13.UV transluminator G: Box, dokumentta systém Syngene (Herolab)
14.UV transluminator UVT — 14L (Herolab)

15.Vahy AND EK-200G, A&D Co. Ltd.

16.Vortex MS1 Minishaker IKA (Profilab)

© 0 N o g b~ W DdhPRE

4.3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

0,1% bromfenolova mads 30% glycerinu (Promega)

70% etanol

96% etanol

Agarose for DNA electrophoresis (Serva)

Big Dye Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing kit (Ap@ Biosystems)
Gel Red" Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

Gene Rule™ 100 bp plus DNA Ladder (Fermentas)

GoodView™ Nucleic Acid Stain (SBS Genetech)

© N o o A~ Wb PE
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9. Isopropanol

10. Methaphor® Agarose (Lonza)

11.MyTag™ DNA Polymerase (Bioline)

12.QIAquick Gel Extraction KIT (Qiagen)

13. sterilni voda

14.TAE pufr 1x — pracovni roztok: 40 mM Tris-acetatn® EDTA

15. TAE pufr 50x - zasobni roztok: 242 g Tris base15%) ledova kyselina octova,
37,2 g NaeDTA . 2H,0 (doplnit HO na 1000 ml a upravit pH na 8,5)

16.TBE pufr 10x - z&sobni roztok: 108 g Tris base,gbkyseliny borité, 40 mi
0,5M EDTA (doplnit HO na 1000 ml a upravit pH na 8)

17.TBE pufr 1x - pracovni roztok: 89 mM Tris base,r8¥ kyselina borita, 2 mM
EDTA

18.Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega)
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5. VYSLEDKY

Cilem experimentalntasti bylo detekovat fytoplazmy v potencialnim hnmyaiektoru
Dicranotropis hamata (Boheman, 1847), odchycenych na lokaRerna dne 29.6.2011.
Celkem bylo analyzovano 41 jedinze kterych byla u8ne izolovana celkova DNA
(tabulkac. 12).

Tab. €. 12: Koncentrace distota izolované DNA

Cislo vzorku Koncentrace [ng/ul] Aeoi280
340/1 232,30 1,92
340/2 294,70 1,84
340/3 50,90 2,18
340/4 39,80 2,33
340/5 577,10 1,68
340/6 1301,10 1,76
340/7 141,60 1,90
341/1 62,20 2,01
341/2 63,90 1,91
341/3 56,90 1,92
341/4 38,20 1,89
341/5 29,90 2,06
341/6 84,20 1,82
342/1 50,30 2,00
342/2 75,50 1,95
342/3 36,10 2,04
342/4 77,40 1,78
342/5 16,80 2,18
342/6 30,80 2,03
346/1 390,30 1,65
346/2 642,00 1,68
346/3 135,20 1,81
346/4 296,70 1,76
346/5 2042,90 1,61
346/6 133,70 1,76
347/1 24,90 1,97
347/2 77,30 1,81
347/3 141,00 1,81
347/4 305,20 1,83
347/5 79,70 1,87
34716 59,40 1,93
348/1 99,10 1,75
348/2 74,70 1,88
348/3 26,00 1,83
348/4 88,40 1,80
348/5 87,10 1,79
348/6 65,80 1,67
348/7 58,10 1,80
348/8 178,20 1,70

348/10 558,80 1,66
348/12 107,40 1,67
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Nested PCR produkty ¢cekavané velikosti (1 200 bp pro primerovy par
R16F2/R2) byly ziskany u 9 vzarkze 41 analyzovanych (obé. 2). A 9 vzork
vykazovalo fragmenty odliSnych. U 7 analyzovanycami byla fytoplazma
detekovana u 3 znich, tj. v 17,1 %ipadh. Z 18 testovanych saricbyly 4 na
fytoplazmu pozitivni, coZz odpovidalo 43,9 %. Vigadt larev 5. instaru, byly z 16
analyzovanych pouze 2 larvy infikovany fytoplazm®wocento infeénosti dosahovalo
39,0 % (tabulk&. 13).

Ladder

340/1
34042
340/3
34004
34045
34006
34047

000 e ¥
- x x T Nes pecificky produkt
S pecifické piodily

Ladder-Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
340/1-7- vzorky DNAD. hamata

Obr. ¢. 3: Detekce fytoplazmy stolburu®icranotropis hamata (Boheman, 1847)

Tab. ¢. 13: Vysledky detekce fytoplazmy Dicranotropis hamata (Boheman, 1847)

pocet pocet procento
testovanych | infikovanych | infikovanych
Samice 7 3 17,1
Samci 18 4 43,9
Larvy 16 2 39,0
Celkem 41 9 22,0
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Restrikni analyzou byla ffitomnost fytoplazmy stolburu jednozme zjiSténa
v 6 pipadech, vzorek fytoplazmy Zloutenky aster (340AtRazoval charakteristicky
restrikéni profil (obr. ¢. 3). Nespecifita produitu vzorki 340/4, 341/1 a 346/2 byla
potvrzena také RFLP analyzou. S vyuZifRsal aMsel jako restriknich enzyni byly u
téchto izolati ziskany profily, které neodpovidaji fytoplazstolburu.

Ladder
340/1
340/2
340/3
340/4
3411
341/3
341/6
341/5
340/1
346/2
|
Ladder

o
{
1
[ (i

ik N

(e
{1

18

133

T
i

bl —
i
—

Rsal -

(@
[
1
[

111 £%
111 £

e e e -
- o
_Fegepaged

i

Msel

NN 23

(A A R O B O

stolbur NP NP stolbur AY NP

Ladder-Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas
340/1-4; 341/1,3,5,6; 346/1,2- vzorky DNAA hamata

NP nespecificky profil

AY fytoplazma Zloutenky aster

K+ stolburova pozitivni kontrola

Obr. €. 4: RFLP profily izolati fytoplazem infikujicichDicranotropis hamata
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Pro molekularg-genetickou charakterizaci izotétytoplazmy bylo vybrano 9
izolath (3 samice, 4 samci a 2 larvgjskanych zDicranotropis hamata (Boheman,
1847). Tento soubor byl dogn o 10 vzork izolath stolburu, ziskanych z hmyziho
vektora Zilnatky vironosnéHyalesthes obsoletus, Signoret, 1865)6 samic a 4 samci),

odchycenych na stejné lokalitve stejném terminu.

Nested PCR amplifikaci Sec-Y genu (s  primerovymi  pary
PosecF1/R: PosecN2/N3) byl u 13 izoldtdetekovan produkt o velikosti 998 bp.
Z téchto 13 vzork byl otekavany fragment ziskan u 4 izd@ldDicranotropis hamata
(Boheman, 1847(1 samice a 3 samci) a 9 izaldyal esthes obsoletus (Signoret, 1865)
(5 samic a 4 samci)

Uspdnou amplifikacigenu vmpl (s primery StolH10F1/R3® TYPH10F/R)
byly u 11 vzork ziskany fragmenty dakavanych velikosti (1450 bp), z nichz 2
pochazely zDicranotropis hamata (Boheman, 18471 samice a 1 samec) a 9
z Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865§5 samic a 4 samci).

U 8 izolath byly, pomoci primat f/rTufl - f/rTufAy, amplifikovany fragmenty
o specifické velikosti 950 bp. 2 pozitivni amplikopochazely z izoldt Dicranotropis
hamata (Boheman, 1847]1 samice a 1 larvad zbylych 6 bylo potvrzeno u izotat
z hmyziho vektoradyalesthes obsoletus (Signoret, 1865§4 samice a 2 samcijuf gen
byl déle testovan na variabilitu pomoci RFLP. Toatwalyzou byl potvrzen resttiki
profil Tuf-b.

Amplifikaci neribozomalnich geén byly specifické produkty pochazejici
z raiznych hmyzich zastup¢ziskany s odliSnou u&gnosti. Amplifikace byla zddejSi
u izolati z Hyalesthes obsoletus (Signoret, 1865). Fragmentyekavanych velikosti
byly detekovany tég u vSech izolat, nag. u Sec-Y a vmpl genu byl vysledek
pozitivni v 9 z 10 vzork. Na rozdil odDicranotropis hamata (Boheman, 1847)kde
byly specifické produkty amplifikovany jen v omegermie. Zna&ny rozdil byl
pozorovatelny pedevsim u ganhvmpl a Tuf, pozitivni byly pouze 2 vzorky z 8. To
nazn&uje na neznadmou variabilitu izolastolburu spojenou s hmyzimi zastupci, ve

kterych by se fytoplazma mohla odliSovat.
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Tab. ¢. 14: PCR amplifikace gan16Sr RNASec-Y, vmpl a Tuf

v ld|la|lo|dlolv|lo|la|dls|a|lw|lo|lo ¥R IDS
Cislo |s|s|s|a|d|lala|d|F|F|ala|la|alSISI3S
izolatu | & | S | S ||| S| S |D || S| S || @@ |d Sl
Pohlavif @ | © | @ | d | J || |Ls| Q|| Q|92 |99 3
Vektor Dicranotropis hamata Hyal esthes obsol etus

16S rRNA

PCR |+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ |+ |+ |+ ]+ ]+ ]+ |+]|+]~
SecYgen

PCR [ -[+[-[+]-[+]+[-[+]+[+]-[+[+]+[+]+]+
vmplgen

PCR |- | -[+]-[+]-[-[-J+]+]+][-J+[+]+[+]+]+
Tuf gen

PCR |- |-+ |- -|-|-[+]+]-J+]-]-[+]+]+]+]-

Q samiceyd samec; k larva 5. instaru
+ pozitivni reakce; - negativni reakce

Sekvencovanim nami vybranych specifickych prodigenu 16Sr RNA byla
ovétena identita fytoplazmy stolburu Gandidatus Phytoplasma solani’) pomoci
databaze GeneBank. Porovnanim sekvenci izd@ékanych zDicranotropis hamata
(Boheman, 1847a Hyalesthes obsoletus (ptiklady sekvenci viz obi. 4) byla zjiS&na
fylogenetick& pibuznost a minimalni variabilita. VSechny ziskaskvence 16S rDNA
se liSily pouze v pozici 837 A/G (izolaDicranotropis hamata (Boheman, 1847) 340/1,
340/2, 340/3, 341/3, 341/5, 341/6, izol&tyal esthes obsoletus (Signoret, 1865824/1,
324/4, 311/2, 311/5, 311/6, 311/9, 311/12, 311R1&,/21, 311/24) a vykazovaly 99%
identitu se sekvencemiiznych izolat fytoplazmy stolburu dostupnymi v databazi
GenBank, nap se Spaglskym izolatem z révy vinné 2642BN (Ac. No. AJ9689H,
italskym izolatem z révy vinné BN-Fc213 (Ac. No. &6644.1), ruskym izolatem
Rus93 (Ac. No. GU004375.1) nebo italskym izolateRvVRAc. No. GU004374.1).

V pripact vzorku 346/1, byl potvrzen zjity RFLP profil, sekvence
fytoplazmy (obr. ¢. 4) odpovida fytoplazeh Zloutenky aster ze skupiny 16Srl,
podskupiny F. Sekvence vykazuje 99% identitu sGgokloutenky aster — izolatem
CVB (Ac. No. AY265212) nebo izolaty Macadamia integrifolia( Ac. No. KC513772)
a Ac. No. DQ266089.

Variabilita izolafi fytoplazmy stolburu byla studovana na zaklathlSich,

neribozomalnich geénSec-Y avmpl.
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V pripact genu SecY, byly ziskdny sekvenceétrnacti izoladti. U vSech,
s vyjimkou jednoho (obi. 5), byly ziskany identické sekvence, které vykaip 99%
identitu seSecY geny izoladh fytoplazmy stolburu ziskanymi napz révy vinne
v Chorvatsku (Ac. No. HQ413171.1), v Italii (Ac. N&U004355.1) nebo z kapy
dvoudomé ze Slovinska (Ac. No. JQ977711.1) a zikoZkkaského ze Srbska (Ac.
No. JX645765.1). Jediny odliSny izolatiyal esthes obsoletus (Signoret, 1865), 324/1,
vykazoval 99% identitu naps izolatem z barvinku ze Srbska (Ac. No. JX645Y56
Italie (Ac. No. JQ797668.1) nebo Francie (Ac. NM163376.1).

Analyzou \mpl genu byla zji&ina obdobna variabilita jako vigdchozich
genech. Celkem bylo ziskano 11 sekvenciHyalesthes obsoletus (Signoret, 1865) a 2
z Dicranotropis hamata (Boheman, 1847) (obk. 6). Sekvence byly @p identické, a
analyzou BLAST byla zjigha jejich 98% shoda s italskym izolatem Magl z réwné
(Ac. No. HM008613.1), 97% identita s italskym izeid Mril0 z vinné révy (Ac. No.
HMO008615.1) a slovinskym izolatem N3 z Koy dvoudomé (Ac. No. JQ977723.1), a
96% identitu se slovinskym izoladtem N13 z keg dvoudomé (Ac. No. JQ977733.1).
Vyjimkou byl izolat 311/5 u #&hoz byla ziskana sekvensepl genu, kterd se od
ostatnich sekvenci liSila. Sekvence vykazovala 9@éftitu s jugoslavskym izolatem
Red-Pepper z barvinkuizového (Ac. No. AM992103.1), 98% identitu &meckym
izolatem LAG6 ze svkce rolniho (Ac. No. JQ977735.1), 96% identituémeckym
izoladtem GGY z révy vinné (Ac. No. AM992102.1).

Fylogenetickd analyza ziskanych izélaa izolati fytoplazmy stolburu
dostupnych v databazi GenBank pomoci neighborfgimetody prokazala zj&tou
odliSnost. Analyzou jsme zjistili, Ze nami vybrameélaty (311/2, 311/6, 311/9, 311/12,
311/18, 311/21, 311/24 a 340/3) tveamostatnou skupinu, kterd je nejvic vzajemn
piibuzna izolatu Magl. Druhou skupinu fitoizolat 311/5. Ten vykazoval nejtsi
piibuznost s izolatem Red-Pepper. Spolehliviéigito skupin byla vysoka.

In silico Rsal/RFLP analyzou ziskanyckimpl sekvenci bylo zji§nho, Ze
identické izolaty nalezi ¥kmpl profilu | (V2), a odliSny izolat (311.5) nalezipkofilu
IV (V18) (obr.¢&. 5).
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Obr. ¢. 5: Rsal/RFLP profily izolafi stolburu
(MW — marker molekulové hmotnosti, GeneRuler 100ipA ladder, Fermentas;

| —vmpl profil I, IV — vmpl profil IV)
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311.5 TC ATT TTTAAAAGAC CTAGCAATAG GTATGCTTAG GGAAGACCTT GOGTCACATT AGITAGITGSG TGI3GTAA

BLd. L e e e e i e e
346.2 ....C.... ..ol@& ... oo e LG
311.5  TGAOCTACCA AGACGATGAT GIGTAQGOOGG GCTGAGAGET CGAACGEOCA CATTGEGACT GAGACACSEC GCAAACTC
Sz AL
311.5  CTACGEEAGG CACCAGTAAG GAATTTTOGRG CAATGGAGA AACTCTGACC GAGCAATGOC GOGTGAACGA TGAAGTAT
So.2 L e L e
311.5  TTOGGTAGGT AAAGITCTTT TATTAGGGAA GAAAAGATGG TGGEAAAAACC ATTATGACGS TACCTAATGA ATAAQRCCC
So.2 LT R R AT I
311.5  OGCTAACTA TGIGOCAGCA GOO0GGTAA TACATAGEEG GCAAGOGITA TAOGSGAATTA TTGEAOGTAA AGSGTAG
Sz L
311.5 TAGEOGGITA AATAAGITTA TGGTCTAAGT GCAACGCTCA ACGITGIGAT GCTATAAAAA CTGITTAGCT AGAGITGS
Sz L R L L

311.5  ATAGAGCAA GIGEAATTCC GIGIGTAGIG GTAAAATGOG TAAATATACG GAGGAACACC AGMAGDGAAG GOXCTTG
Bh L e e i e e
346.2 ... A T oo T

311.5 CIGSGICTTA ACTGAOGCTG AGGCACGAAA GOGTGEIGAG CAAACAGEAT TAGATACCCT GGTAGIOCAC GOCCTAAA
3 Tt
346.2 ......... T o e e e TG

311.5  CGATGAGIAC TAAACGITGG ATAAAAQCAG TGITGAAGIT AACACATTAA GIACTOOROC TGAGTAGTAC GTACGCAA
Bh. e e e e e e
346.2 ... P

311.5  GTATGAAACT TAAAGGAATT GAOGEGACTC OBCACAAGOG GIGGATCATG TTGITTAATT CGAAGGTACC GGAAAAAC
3 Tt

346, 2 L e i e e e
311.5  CTCACCAGGT CITGACATGC GCAAAG CTGTAGAAAT ACAGTGEAGG TTATCAGAAG CACAGGTGET GCATGGIT
311 0 e e e A oo
346.2 ... R O T s TT o

311.5 GIGGICAGCT OGIGIOGIGA GATGITGEGT TAAGIOOOGC AACGAGORCA AQCCTTGITG TTAATTGOCA TCATTAAG
Bh L e e e e e

346.2 L e e e A.. ...G.A.. G.CGTI.LA
311.5  T--TGEIGAC TTTAGCAAGA CTGOCAATGA TAAATTGGAG GAAGGTGIEG ACGACGTCAA ATCATCATGC CGCOCTTATG
0t
346.2 . GG...... e G e e e
311.5  ACCTGEXTA CAAACGTGAT ACAATGECTG TTACAAAGEG TAGCTAAAGC GIAAGCTTCT GROGAATCTC AAAAAARC
3
346.2  .....

311.5  AGICICAGIT OGGATTGAAG TCTGCAACTC A

3111 e

346. 2

Obr. ¢. 6: Variabilita studovanych izokéy sekvenci 16Sr RNA genu

(priklady typovych sekvenci, 311/5, 311/1 — izolatgfyazmy stolburu (variabilni misto
vyznaeno ZIu), 364/2 — izolat fytoplazmy Zloutenky aster)
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C ACCTA TTTGOOGTGA GIGEAAAGAA CAAGGOCAAA TAAGTAAACG TAAACTTAAC C AACTA G3XCTTTA

Obr. ¢. 7: Variabilita studovanych izokéw sekvencBec-Y genu

(priklady typovych sekvenci, mimizvyrazgna delece izolatu 311/1)
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TAOAGTGAaG TCAGATAGAT TCTAATTTAA GITGAACGCT AAATGAAACT TCTACTTCAC CAGCAAAATC TGGATGOG
LG G A s e e G.. ...

............................................................ ...T..CG .GGGIT.

&C..CT......... .CAM. C....... L ATG. GCA-...CL

TGTAACAGTA ATTCCTTTAT ATCATC GIGIGIGAAA GIGCTTAAAT CTTGGGTGAC TGATATTTGG TTAAAAAC
................. [ I O R € T €] I

CAAAAQGACA TTGITTAATG ATCAATGGTG TTGA- TAGA- - TAGATTA
.................... AR LT T T -

Obr. ¢. 8: Variabilita studovanych izoldy sekvencimpl genu

(priklady typovych sekvenci)
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311/2
311/6
311/¢
100(311/12
311/18
10C 311/21

311/24
100 340/3
— Magl (Ac. No.HM008613.1
N1 (Ac. No. JQ977721.1)
42L 77~ N6 (Ac. N0.JQ977726.1

9% N11 (Ac. No. JQ977731.1)
Aal6 (Ac. No. HM008602.1)

52 [ 311/¢
10C LRed-Pepper (Ac. No. AM992103.11)

100 T2 56 (Ac. NoAM992104.1
“Neuweise57Ac. No. JQ977736.1)

Norheim Ac. N0.JQ977739.1)
99 T2 92 (Ac. No. AM992106.1)

0.005

Obr. ¢. 9: Dendrogranvmpl genu izolak fytoplazmy stolburu sestaveny pomoci

neighbor-joining analyzy, Clustal.

(Jednotlivé vzorky jsou oztany nazvem izolatu a Genbank Ac. No. (v zavorce),

useka znazafiuje procento nukleotidovych substituci)
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6. DISKUZE

Fytoplazma stolburu #gobuje vCeské republice ekonomické ztraty na hospskia
vyznamnych plodinach, jako jsou lilek ¢aj paprika roni, mitik celer nebo réva vinna
(Navratil et al., 2009). \&tSina poznatk o epidemiologii choroby je spojovana
s vektorem tohoto patogena, Zilnatkou vironosridyalesthes obsoletus). V této praci
byl studovan dalSi zastupce potencialnich vektostruhovnik Skvorovylicranotropis
hamata). V souboru testovanych 41 jedincbyla fytoplazma stolburu (skupina
16SrXII-A) detekovana v 9 ifpadech, v jednom ffpact byla zjiS€na gitomnost
fytoplazmy Zloutenky aster, skupiny 16Srl-F. Taf@étZni se podobaji fiedchozim
pozorovanim na stejné lokalitKorbdSova (2012) detekovalditomnost fytoplazmy
v D. hamata odchycenych na potenci&lmezervoarovych rostlinach, svla a kogive,
na lokalitach jizni Moravy s vySSi{mérnoucetnosti, fytoplazma bylarftomna u 65%
testovanych jedinc Na podobné lokakit v Biezi, byl ale vyskyt nizSi nez jmér.

V obdobném terminu byla infékost odliSna, $ odchytu dne 30.6.2010 bylo na
lokalit¢ detekovano 12,5 % infikovanych larev, 8 % infiknyeh sam@ a pouze 1 ze 3
analyzovanych samic. Rozdily mohou bytigpbeny odliShym zastoupenim jedinc
kdy KorbaSova (2012) neanalyzovala térhadné samice, a odliSnou lokalitou a jejimi
odlisnymi klimatickymi a agrotechnickymi podminkanZjistény vyskyt fytoplazmy
stolburu vD. hamata se ale podoba 35%etnosti vyskytu infikovanych jediric
Hyal esthes obsoletus na lokalig Perna v r. 2010 (Safévaet al., 2010).

Analyzou variability ribozomalnich a neribozomakmigeri byla zjiSena mala
variabilita mezi izolaty stolburu ziskanymilz hamata a zH. obsoletus na téze
lokalité. VSechny izolaty vykazovaly stejny RFLP Tuf profilatily k Tuf-b genotypu.
Tento profil, oznéovany také jako VK-II profil, je spojovan s rezeérovou rostlinou,
na které byl vektor odchycen. VK-II je uvi/ ve spojitosti s rostlinnymi hostiteli
svlaec rolni Convolvulus arvensis) a opletnik plotni Calystegia sepium). Profil VK-I
je naopak spojovan vyhra#ins kogfivou dvoudomou Wrtica dioica) (Langer et
Maixner, 2004). Vysledky nazwaji, Ze Tuf-a (VK-1) genotyp nemusi byt pro ko
dvoudomou jedingy, protoze jedincH. obsoletus byli odchyceni také na porostech
kopiiv a proto se daipdpokladat, Ze sali také na nicltit®mnost fytoplazmy stolburu
patici ke genotypu Tuf-b (VK-II) v kofivé dvoudomé potvrdili ve své préci i Fialova
et al. (2009).
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Analyza genuSecY umoznila rozéleni izolati do dvou skupin. Tento gen byl
aspesSré pouzit k rozliSeni izoldt raznych skupin fytoplazem, jako napze skupiny
16SrV - Flavescence dorée (Kuzmanogical., 2008), 16Srl - fytoplazma Zloutenky
aster (Leeet al., 2006) nebo 16SrX — skupiny proliferace jallidDanetet al., 2007).
V piipact fytoplazmy stolburu umoznil rozliSeni izolat pivodem zéznych
hostitelskych rostlin aiznych zemi (Fialov&t al., 2009). ZjiS¢né variabilita izol&l
z lokality Perna byla v souboru analyzovanych jetlimala, nepod@do se od sebe
odliSit izolaty pivodem z tiznych hmyzich hostitél Divodem niize byt maly poet

analyzovanych izolét

Analyzou genetické variabilitympl genu byl zji&n vySSi polymorfismus nez
u gemi predchozich. Tento gen je proto povaZzovan za vhodayspudium diverzity
izolath fytoplazmy stolburu (Pacificet al., 2009). V této praci se vSak nepdtaod
sebe jednotlivé izolaty odliSit, coZz mohlo bytigpbeno nizkym pdem analyzovanych
vzorka anebo jejich opravdu nizkou variabilitou v danérstna ¢ase. Fylogeneticka
analyza rozdila zkoumané izolaty do dvou skupin. d@tngjSi skupinu tvaily izolaty
vykazujici profil | (V2), které byly nejtbuzrgjsi izolatu Magl z révy vinné. Tento
profil je negasgjsim detekovanym ¢eské republice (Fialovét al., 2009) a byvéa
spojovan s genotypem Tuf-b (Murolo at al., 2010ulidu skupinu tvil izolat 311/5
z H. obsoletus sajici na kofive, kterému nélezel profil IV (V18) a vykazoval nepdy
piibuznost s izolatem Red-Pepper z barvinkdového. Vmpl profil IV (V18) je
negastji spojovan s rostlinnymi hostiteli, jako jsou révimna {itis vinifera) a kogiva
dvoudoma (rtica dioica) (Fialovaet al., 2009). Ve studii Pacificat al., 2009 byla
variabilita vmpl genu u izoldt z Francie a Italie nizSi. Tato skétest byla dana
rozlohou zkoumané oblasti, kterd byla na jizni M&rennohem mensi (Fialowé al.,
2009).

50



7. ZAVER

V ramci své bakalgké prace jsem seimovala molekular&biologické charakterizaci
fytoplazmy stolburu, o které jsem vypracovala &rai reSersi, ve které jsem shrnula

sowasné poznatky o biologii a genetické variabildhoto patogena.

V experimentélni¢asti jsem analyzovala soubor jedin®icranotropis hamata a

Hyal esthes obsoletus, s cilem popsat variabilitu ziskanych izdl&gtoplazmy stolburu.

V souboru 41 jedinc Dicranotropis hamata jsem detekovalaifiomnost fytoplazmy
u 22 % z nich. Fytoplazmu stolburu jsem identifigtav v Sesti fipadech, tj. ve
14,6 %. V jednom fipact jsem zjistila pitomnost fytoplazmy Zloutenky aster
(skupina 16Srl-F).

* Analyzou genetické variability izolkat fytoplazmy stolburu jsem potvrdila
konzervativnhost genu 16S rRNA, vSechny izolaty wkaly 99% identitu
s 16S rRNA sekvencemi fytoplazmy stolburu dostupinyetatabazi GenBank.

» VSechny izolaty fytoplazmy stolburu nalezely ke gigpu Tuf-b.

» Analyzou genetické variability neribozomalniho geBacY jsem zjistila minimalni
rozdily mezi izolaty.

» Analyzou variability genwmpl jsem zjistila pevahu izolai nalezejicich k profilu |
(V2), jeden izolat nalezel k profilu IV (V18).

* Fylogenetickou analyzowmpl genu jsem zjistila, Zeé&Bina izolah fytoplazmy
stolburu tvaéi samostatnoudtev, a vykazuje fibuznost s izolatem Maglipodem
Z révy vinné, jeden izolat t¥bsamostatnoudiev a je nejfibuzrejsi s izolatem Red-
Pepper z barvinkuizového.

* Nepoddilo se zjistit Zddné vyznamné rozdily mezi jednagthi izolaty fytoplazmy
stolburu pochéazejicichzicranotropis hamata a Hyal esthes obsol etus.
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