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Souhrn

Fytoplazmy jsou rostlinné patogeny, které byly objeveny v 60. letech minulého stoleti.
Jedna se o malé bakterie postradajici bunécnou sténu, které parazituji v sitkovicich rostlin, u
nichZ zptsobuji vyrazné Skody.

Jednim z dileZitych zastupci fytoplazem je i fytoplazma stolburu, kterd infikuje i révu
vinnou (Vitis vinifera L.) a zptisobuje u ni chorobu ozna¢ovanou jako Bois noir. Tato choroba,
jejimz vektorem je Zilnatka vironosnd (Hyalesthes obsoletus Signoret), patfi mezi
nejrozsitenéjsi fytoplazmové choroby révy na izemi Evropy. Pro $ifeni onemocnéni Bois noir
ma velky vyznam vyskyt fytoplazmy stolburu v rezervodrovych rostlinich. Genetickd
variabilita mezi jednotlivymi izoldty liSicimi se svou specifitou k rezervodrové rostliné a
k vektoru byla odhalena diky molekuldrnim metoddm (PCR a RFLP analyza), které umoZiiuji
amplifikovat konkrétni variabilni tsek fytoplazmové DNA.

Predlozend bakaldiskd prace poddva piehled o genetické variabilité zjiSténé

u fytoplazmy stolburu na révé vinné na tzemi Evropy, a to pomoci amplifikace genu tuf a
vmpl genu, které vykazuji diverzitu mezi stolburovymi izoldaty. Experimentdlni ¢ast byla
zaméfena na detekci a pfedevs$im na genetickou typizaci fytoplazmy stolburu u pfiznakovych
rostlin révy vinné pochdzejicich z jizni Moravy. Genetickd variabilita v genu fuf nebyla u
stolburovych izolatl zjisténa, zatimco vmpl gen poskytl dva odlisné profily, pfi¢emz jeden

z profil nebyl na révé dosud zjistén.



Summary

Phytoplasmas are plant pathogens that were discovered in the 60™ in past century.
They are small bacteria lacking cell wall which parasitize plant sieves and cause siignificant
damages.

One of the representative of phytoplasmas is Potato stolbur phytoplasma which infects
grapevine (Vitis vinifera L.) and causes the disease known as Bois noir. This disease is
transmitted by leathopper (Hyalesthes obsoletus Signoret) and it is the most widespread disease
among grapevine yellows in Europe. For the spread of Bois noir is also important the presence
of stolbur phytoplasma in reservoir plants. Genetic diversity among isolates with different
hostplant”s and vector’s specifity was detected by molecular methods (PCR and RFLP analyse)
which allow amplification of specific phytoplasmas” DNA sequence.

This bachelor thesis gives an overview of the genetic variability found in bois noir
phytoplasma in Europe by amplification of the fuf and vmpl genes which shows the variation
among stolbur isolates. The experimental part was focused on the detection and especially
genetic typing of stolbur phytoplasma in symptomatic grapevines from south Moravia. Genetic
diversity in the tfuf gene wasn’t found, while the vmp1 gene has provided two different profiles

among stolbur isolates and one of the profiles was not detected in grapevine until now.
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1 Cil prace

Cilem mé bakaléiské price je vypracovani literarni reSerSe na téma Genetickd
variabilita fytoplazem stolburu s dirazem na variabilitu fytoplazem révy vinné.
Experimentalni ¢ast prace zahrnuje detekci fytoplazmy stolburu v odebranych vzorcich
révy vinné pomoci molekuldrnich metod (izolace DNA, detekce fytoplazmy stolburu
pomoci PCR a naslednd RFLP analyza) a genetickou typizaci izolatli stolburu pomoci
neribozomadlnich genti (amplifikace neribozomdlnich dseki DNA a jejich Stépeni

pomoci RFLP reakce).



2 Uvod

Fytoplazmy, dfive nazyvdny mycoplasma-like organisms (MLOs), jsou
jednoduché prokaryotni organismy, které fadime do oddéleni Tenericutes, do tridy
Mollicutes. Jsou to obligatni intrabunéCni parazité postradajici bunécnou sténu, ktefi
prezivaji a zdroven se mnoZi ve floému rostlin a ve tkdnich hmyzu.

Fytoplazmy mohou byt pfendSeny prostfednictvim hmyziho vektora, vegetativné
(napf. fizkovdnim), ale mohou byt Sifeny 1 prostfednictvim parazitickych rostlin.
Zpusobuji ekonomicky zdvazné choroby u mnoha planych a kulturnich rostlin a
vyskytuji se témér po celém svété. Z tohoto ditvodu je velmi dulezité vyskyt fytoplazem
peclivé sledovat a hledat Gc¢inné prostiedky k zabranéni jejich Siteni. Velky prilom ve
vyzkumu fytoplazem pifinesly molekuldrni metody, a to pfedev§Sim PCR reakce a RFLP
analyza, pomoci nichz Ize fytoplazmy snadnéji detekovat a identifikovat.

Jednou z vyznamnych rostlin, kterd je t€mito patogeny infikovdna i na naSem
tizemi, je réva vinnd. Fytoplazma infikujici révu vinnou v Evropé a ziroveii i v Ceské
republice je fytoplazma stolburu (Bois noir phytoplasma), jejimz vektorem je Zilnatka
vironosna (Hyalesthes obsoletus Signoret). Fytoplazma stolburu vyrazné sniZuje kvalitu
1 vynosy révy vinné, ale i jinych hospodéisky vyznamnych rostlin, jako jsou brambor,
paprika, rajce, celer nebo lilek. Pro Sifeni fytoplazmy stolburu na révé vinné ma velky
vyznam vyskyt této fytoplazmy v rezervodrovych rostlindch (svlacec a kopfiva), ve
kterych preckava zimu a odkud je pomoci vektora déle Sifena.

V ramci Evropy, a to pfedev§im na tzemi Itdlie, Francie nebo Ceské republiky,
byla zjisténa genetickd variabilita mezi izolaty zptsobujici onemocnéni Bois noir, které
se liSily svou specifitou k hostitelské rostlin€ i k vektoru. Ke zjisSténi diverzity mezi
izolaty fytoplazem pochazejicich z riznych rostlin se zacaly vyuzivat variabilni useky
fytoplazmové DNA, jako je tuf, vmp1 a secY gen.

Experimentdlni C¢4st bakaldfské prace zabyvajici se genetickou typizaci
fytoplazmy stolburu je soucdsti programu NAZV QH 71248 - ,Detekce
prokaryotickych patogenti révy vinné a specifikace podminek pro patogenezi jako
predpoklad pro jejich ucinnou regulaci, jehoZ soucésti je i vyzkum fytoplazem

v patosystému révy vinné v ramci Ceské republiky.



3 Soucasny stav reSené problematiky

3.1 Obecna charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou prokaryotni organismy postradajici bunécnou sténu s variabilni
velikosti od 200 do 800 nm, které mohou prezivat a rozmnoZovat se pouze ve floému
rostlin a v hemolymfé hmyzu (Bertaccini, 2007). Byly objeveny v roce 1967, kdy
Dr. Doi a jeho spolupracovnici zjistili, Ze Castice nachdzejici se ve floému rostlin
postizenych Zloutenkou, jsou velice podobné piibuznym mykoplazmdm. Do té doby se
predpokladalo, Ze piivodci téchto chorob jsou viry (Lee et al., 2000).

Fytoplazmy, které nemohou byt péstovdny in vitro na kultivaénich médiich,
fadime v soucasnosti do tfidy Mollicutes zahrnujici malé pleiomorfni bakterie
s jednoduchymi membranami, které se odliSily od gram-pozitivnich pfedkd redukci
genomu a ztratou vnéjs$i bunécné stény (Hogenhout ef al., 2008). Fylogenetické studie
predpokladaji, Ze spolecnym piedkem fytoplazem je Acholeplasma laidlawii
(Bertaccini, 2007).

Velikost genomu fytoplazem kolisd mezi 530 az 1350 kb (Marcone et al.,
1999). Genom fytoplazem obsahuje rovnéz shluky opakujicich se sekvenci nazyvané
potencidlni mobilni jednotky (PMUs), které tvoii azZ 23 % repetitivnich oblasti DNA
(Bai et al., 2006). Vyznamnym znakem genomu fytoplazem je rovnéz nizky obsah C+G
bazi, a to jen v rozmezi asi 23 az 29 % (Kollar et Seemiiller, 1989).

Redukce genomu u fytoplazem méla za ndsledek ztratu vétSiny metabolickych
drah, jako napiiklad drdhu pro ATP syntézu, pro syntézu aminokyselin a nukleotidi.
ProtoZe jsou fytoplazmy obligatni symbionti rostlin a hmyzu, vyZaduji pro své rozsifeni
v piirodé oba tyto hostitele, z nichZ ziskavaji esencidlni metabolity (Hogenhout et al.,
2008).

Fytoplazmy jsou spojovany s chorobami mnoha planych i kulturnich rostlinnych
druhii (nédlezejici do rtiznych skupin) a zpasobuji celosvétové ekonomicky vyznamné
choroby, které se vyrazn€ podileji na sniZovani vynosu i kvality desitek zemé&délskych
plodin. Vyskytuji se prakticky po celém svété a byly hlaSeny neyméné v 85 zemich svéta

(Lee et al., 2000; Marzachi, 2006).
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3.2 Interakce fytoplazmy s rostlinnym hostitelem a hmyzim vektorem

Fytoplazmy maji Siroky okruh hostitelskych rostlin a dosud byly identifikovany
u vice nez 800 druhi rostlin (Lee et al., 2000). V rostlinich se vyskytuji nejcastéji ve
floému, a to jak ve zralych sitkovicich, tak i v nezralych floémovych buiikich
(Hogenhout et al., 2008). Mohou byt vétSinou prendSeny nékolika druhy hmyzich
vektorti, i kdyZ nékteré druhy mohou vykazovat vysokou specifitu ke svému vektoru a
jsou pfendSeny jen nékolika mélo druhy nebo dokonce jen jednim jedinym druhem
(Christensen et al., 2005).

Hlavni charakteristikou pfenosu fytoplazmy z infikované rostliny na zdravou je
schopnost hmyzu nasédvat floémovou $tavu (Bertaccini, 2007). Béhem pfenosu nastava
tzv. doba latence, kdy je hmyzi vektor infikovany, ale neni schopny pfendset patogena
do zdravych rostlin. Fytoplazmy béhem této doby koluji v té€le hmyzu a mnozi se zde.
Vektorem a alternativnim hostitelem zaroven je bodavé savy hmyz — kiisi, mery, popft.
plostice z fadu Hemiptera (Fialova, 2008).

Vétsina fytoplazem muze byt také prenaSena parazitickymi rostlinami,
napi. kokotici (Bertaccini, 2007). Tento postup umoZiiuje pienést fytoplazmu
na experimentalni rostlinné hostitele, jako je barvinek rizovy (Catharanthus roseus (L.)
G. Don; syn. Vinca rosea L., angl. periwinkle). Fytoplazmy se mohou Sifit

1 vegetativnim rozmnoZovanim, napt. fizkovanim nebo roubovanim (Lee et al., 2000).

3.3 Priznaky fytoplazmové infekce

Rostliny infikované fytoplazmou vykazuji fadu priznaki, které odraZeji hluboké
naruSeni normdlni hormonélni rovnovdhy v rostliné (Lee et al., 2000). Symptomy
zahrnuji virescenci (rozvoj zelenych kvétd a ztrata béZného kvétniho pigmentu), fylodii,
sterilitu rostlin, proliferaci vyhont, abnormélni prodluzovani internodii, zakrslost (malé
rostliny i listy), chlorézy listli nebo vyhonit, svinutku list, metlovitost vétvi (witches”
broom), odumirani vétvi a mimosezonni zloutnuti nebo ¢ervenani lista.

Obecné lze fici, Ze ptiznaky infekce maji jednoznacné negativni vliv na rostliny,

ovSem tak, jako i k jinym bakteridlnim infekcim, i vici fytoplazmam jsou nékteré druhy
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rostlin tolerantni ¢i rezistentni. Na své prenaSece vétSinou nemaji fytoplazmy Z4adny
negativni efekt, ve skutecnosti mohou zvysit jejich plodnost a schopnost preziti (Lee et

al., 2000).

3.4 Kilasifikace fytoplazem

Kvili neschopnosti kultivovat fytoplazmy in vitro byly tyto organismy pied
nastupem molekuldrnich metod charakterizovdny jen velmi nedostate¢né. Obrovsky
prevrat v identifikaci fytoplazem nastal na prelomu 80. a 90. let minulého stoleti.
Fylogentickd analyza pak potvrdila fytoplazmy jako definitivni zdstupce tiidy
Mollicutes (Lee et al., 2000).

Genetickd variabilita fytoplazem v rdmci vysoce konzervativni oblasti genu
16S rRNA dala zdklad prvnim klasifikacnim schématim na bazi metody délkového
polymorfizmu restrikénich fragment (RFLP) tseku R16F2/R16R2 tohoto genu (Lee et
al., 1993). Prvni klasifikacni schéma dle Lee et al. (1993) zahrnovalo 9 skupin a 14
podskupin. Seemiiller er al. (1998) rozdélili dosud znamé fytoplazmy na zakladé
fylogenetické analyzy sekvence 16S rRNA genu do 20 hlavnich skupin. Lee et al.
(1998b) poté své klasifikacni schéma rozsitil na 18 skupin s vice jak 50 podskupinami.
Klasifikacni schéma vytvofené na zdkladé pocitaCem simulované RFLP analyzy
fytoplazmové sekvence 16S rRNA rozliSuje aZz 28 skupin fytoplazem, kde kazda
skupina, respektive podskupina, je charakterizovdna referenénim izoldtem (Wei et al.,
2007).

Kazda skupina, které odpovidaji jednotlivé podskupiny ziskané RFLP analyzou,
predstavuje jeden druh fytoplazmy (Lee et al., 1998b). Murray et Schleifer (1994)
navrhli kategorii “Candidatus’, aby zajistili fadny zdpis o piipadné skupiné€ vzniklé na
zékladé analyzy sekvenci 16S rDNA. Na zdkladé této analyzy se v soucasnosti rozliSuje
15 skupin fytoplazem, v jejichZ rdmci byly navrZeny provizorni druhy fytoplazem,
tzv. “Candidatus Phytoplasma” spp. (IRPCM, 2004). Tento status je fytoplazmédm
pfifazovan podle pfesné stanovenych pravidel. Systematické fazeni fytoplazem podle

taxonomické komise z roku 2004 je uvedeno v Tab. 1.
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Tab. 1: Systematické zarazeni fytoplazem podle sekvence genu pro 16S rRNA
z roku 2004 (podle The IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team-
Phytoplasma taxonomy group, 2004, upraveno)

Skupina 16Sr

Nazev skupiny

Druh “Candidatus Phytoplasma’

16Sr1

16SrII

Aster yellows

“Ca. Phytoplasma asteris”

“Ca. Phytoplasma japonicum”

Peanut witches -broom

“Ca. Phytoplasma aurantifolia”

16SrIII

X—disease

“Ca. Phytoplasma pruni” *

16SrIV

Coconut lethal yellows

“Ca. Phytoplasma palmae *

“Ca. Phytoplasma cocostanzaniae "**

“Ca. Phytoplasma cocosnigeriae “**

“Ca. Phytoplasma castaneae”

16SrV

Elm” yellows

“Ca. Phytoplasma ziziphi”

“Ca. Phytoplasma vitis“*

“Ca. Phytoplasma ulmi”

16SrVI
16SrVII

Clover proliferation

“Ca. Phytoplasma trifolii”

Ash yellows

“Ca. Phytoplasma fraxini”

16SrVIII

Loofah witches -broom

“Ca. Phytoplasma luffae"*

16SrIX

Pigeon pea witches’-broom

“Ca. Phytoplasma phoenicium”

16SrX

Apple proliferation

“Ca. Phytoplasma mali”

“Ca. Phytoplasma pyri”

“Ca. Phytoplasma prunorum”

“Ca. Phytoplasma spartii”

“Ca. Phytoplasma rhamni”

“Ca. Phytoplasma allocasuarinae”

16SrX1

Rice yellows dwarf

“Ca. Phytoplasma oryzae”

16SrXII

Stolbur

“Ca. Phytoplasma australiense”

“Ca. Phytoplasma solani “*

16SrXIII

Mexican periwinkle virescence

16SrXIV
16SrXV

Bermudagrass white leaf

“Ca. Phytoplasma cynodontis”

“Ca. Phytoplasma brasiliense “group

“Ca. Phytoplasma brasiliense”

nazvy druht fytoplazem, které byly navrzeny na X. International Congress of the International
Organization of Mycoplasmology v Bordeaux (1994), dosud vSak nebyly formalné pfijaty
** nazvy navrZzené na IRPCM Phytoplasma/Spiroplasma Working Team at the XIV International
Congress Organization of Mycoplasmology ve Vidni (2002) a dosud nejsou formaln€ pouZivany
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3.5 Metody detekce fytoplazem

Fytoplazmy je obtizné detekovat z diivodu jejich nizké koncentrace (specidlné
v dievindch) a nerovhomérnému rozloZeni v pletivech infikovanych rostlin (Marzachi,
2006).

Jedny z prvnich pfistupt k detekci fytoplazem byly elektronova mikroskopie,
barveni patogennich nukleovych kyselin nebo roubovani na indikdtorovou rostlinu.
V 80. letech byl velkym pokrokem v diagnostice fytoplazmovych infekci rozvoj
molekuldrnich sond a mono- a polyklonalnich protilatek. Jinymi metodami k detekci
byly ELISA testy, imunofluorescen¢ni mikroskopie nebo DOT a Southern hybridizace
s DNA sondami (Lee et al., 2000).

V dneS$ni dobé je diagnostika fytoplazem béZzné provddéna metodami PCR
(polymerdzovd fetézova reakce) s ndslednou RFLP analyzou amplifikovanych DNA
segmentd, které nékolikandsobné zvysily citlivost detekce. Velkou konkurenci bézné
PCR je vsouasné dobé tzv. real-time PCR, kterd umoZiuje sledovat amplifikaci
PCR produktu v redlném case a nabizi moznost jak zvysit pocet testovanych vzorkl a
snizit tak cas 1 ndklady. Tato metoda je vSak ndro¢nd na pomérné drahé piistrojové

vybaveni.

3.6 Fytoplazmy v patosystému révy vinné

Réva vinna je dileZitou zemédélskou plodinou a tvoii velkou ¢ést rostlinné
produkce Ceské republiky. Fytoplazmy, které ji infikuji, se v poslednich letech staly
hlavnim pfedmétem studia rostlinnych patogenli na rtiznych hostitelskych rostlindch
v ramci Ceské republiky (Navratil ef al., 2009a; Pribylova et al., 2009; Franova et al.,
2009; Fialov4 et al., 2009).
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3.6.1 Patosystém révy vinné

Réva vinnd (Vitis vinifera L.) je hospodéiskou rostlinou, jejiz zralé plody se
pouZzivaji hlavné na vyrobu vina, ale i k pfimé konzumaci. Patfi k nejstarSim kulturnim
rostlindm péstovanych ¢lovékem. Révu fadime do celedi révovitych (Vitaceae), do tiidy
dvoudéloznych rostlin (Magnoliopsida).

V souCasné dobé se réva vinnd prakticky péstuje po celém svété v aredlech
s mirnym podnebnym pasmem (Buchtova et al., 2000). Mezi nejvyznamnéjsi péstitele
révy v Evropé patfi stity jako Itilie, Recko, Francie & Span&lsko. V ramci Ceské
republiky se réva vinnd p&stuje ve dvou vinaiskych oblastech — Cechy a Morava, které
se déli na dalsi podoblasti.

Réva vinni se velkym vyznamem podili na rostlinné produkci jak v Ceské
republice, tak i v rdmci celé Evropské unie. Trpi vSak celou fadou chorob, které snizuji
jednak jeji kvalitu, ale i vynosy. Mezi velmi rozSitené choroby révy patii plisné, kam
fadime plisenl révovou (Botrytis cinerea), plisei Sedou (Plasmopara viticola), zelenou
hnilobu (Penicillium expansum) nebo padli révové (Uncinula necator). Velké Skody
zpusobuje rovnéZ Cernd skvrnitost révy (Phomopsis viticola) ¢i Cervend spdla révy
(Pseudopeziza tracheiphila), které fadime mezi houbové choroby. Svinutka (Grapevine
leafroll) a infekéni panaSovani listd (Grapevine fanleaf) jsou nemoci virového ptavodu.

V poslednich letech vSak nabyvaji velkého vyznamu pfedev§im choroby, za

jejichZ plivodce oznacujeme fytoplazmy.

3.6.2 Fytoplazmové choroby révy vinné

3.6.2.1 Prehled fytoplazem infikujicich révu vinnou

Zloutenky révy vinné jsou zndmy od 50. let 19. stoleti a vyskytuji se v mnoha
oblastech po celém svété (Boudon-Padieu, 2003a). Vykazuji velmi podobné priznaky,
ale presto se predpokladd, Ze kazdd je zplsobena jinou, geneticky odliSnou,

fytoplazmou.
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K v soucasnosti nejdilezitéjsim fytoplazmdm vinné révy fadime predevsim
fytoplazmu zlatého Zloutnuti révy a fytoplazmu stolburu. Révu vSak mohou infikovat
i fytoplazmy ze skupiny Zloutenky astry, Zloutenky jilmu ¢&i fytoplazmy
ze skupiny americkych Zloutenek. Zndmé fytoplazmy infikujici révu vinnou spolu se

svym systematickym zafazenim a mistem vyskytu jsou shrnuty v Tab. 2.

Tab. 2: Prehled fytoplazem infikujicich révu vinnou
(upraveno podle Boudon-Padieu, 2003a)

. Systematické
. Oznaceni - A ,
Nazev choroby fvtonlazm zarazeni Vyskyt
ytop y fytoplazmy
Flavescence dorée FD 16SrV-C, D Italie, Francie, Srbsko, gpanélsko
Palatinate grapevine yellows PGY 16SrV Némecko
Bois noir Stolbur* 16SrXII-A jizni a stfedni Evropa, Izrael
Australian grapevine Ca. Phyt.oplas,ma 16SrXII-B Austrdlie
yellows australiense

Buckland valley grapevine BVGY 16SrI-A Austrilie

Grapevine yellows Aster yellows** 16SrI-A Italie

North-American grapevine Western X 16SrIII-I USA

* “Ca. Phytoplasma solani”
** “Ca. Phytoplasma asteris”

3.6.2.2 Bois noir
Choroba Bois noir spolu s chorobou Flavescence dorée patii k nejrozsitenéjSim
fytoplazmovym chorobdm vinné révy na dzemi Evropy, a to predevSim v jiZnich
oblastech, jako je Itlie, Span&lsko, Chorvatsko & Francie (Boudon-padieu, 2003a).
Vyskyt fytoplazmy stolburu na révé byl v Ceské republice zaznamendn teprve
v nedavné dobé.
Podrobné;jsimu vykladu o fytoplazmé stolburu a onemocnéni Bois noir se vénuje

kapitola 3.7.
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3.6.2.3 Flavescence dorée

Flavescence dorée je choroba, kterd byla mezi Zloutenkami révy vinné popsdna
jako prvni, a to A. Caudwallem v roce 1957. Toto onemocnéni zptsobuje fytoplazma
zlatého Zloutnuti révy vinné (Flavescence dorée phytoplasma). Klasifikace vytvorena
dle Lee et al. (2000) fadi tuto fytoplazmu do skupiny 16SrV (skupina Zloutenky jilmu) a
zahrnuje podskupinu C. Rozsifend klasifikace dle Lee et al. (2004) zahrnuje jeSté dalsi
podskupinu D.

Onemocnéni nejvice postihuje vinice vjizni Francii, severni Itdlii a ve
Spanélsku (Martini ez al., 1999). V poslednich letech byl jeji vyskyt zaznamenan také
v Srbsku a Chorvatsku (Duduk et al., 2003) nebo ve gvycarsku (Jermini et al., 2007).
Listy napadenych rostlin jsou tenci a kieh¢i nezZ normdlné a jsou stocené dolti (Marcone
et al., 1996). Podél internodii se na listech objevuji fady cernych puchyrkl, kvéty
blednou a hrozny nedozravaji, vysychaji nebo pfedcasné vadnou. Na listech se mimo
jiné projevuji i barevné anomdlie. Ty vykazuji zpravidla celé kefe nebo jejich Casti
(Razicka, 2008).

Flavescence dorée pfimo souvisi s pritomnosti jejtho zatim jediného zndmého
vektora, kiiska révového (Scaphoideus titanus Ball), ktery osidluje velké klimatické
oblasti v Evropé (Boudon-Padieu, 2003a). Kiisci jsou letové velmi aktivni, a mohou tak

ndkazu po celé vinici rozsitit za velmi kratkou dobu (EPPO, 2010).

3.6.2.4 Australian grapevine yellows (Australska Zloutenka révy vinné)

S timto onemocnénim, zjiSténém na uzemi Austrdlie a Nového Zélandu, jsou
spojeny hned tfi fytoplazmy: “Ca. Phytoplasma australiense”, Tomato big bud
phytoplasma a Buckland valley grapevine yellows phytoplasma (Boudon-Padieu,
2003a).

‘Ca. Phytoplasma australiense” patii do skupiny fytoplazmy stolburu,
podskupiny B (16SrXII-B). Jeji vektor neni doposud zndm a nebyl zaznamendan ani jeji
vyskyt v Evropé.

Buckland valley grapevine yellows phytoplasma patifi do skupiny fytoplazmy
Zloutenky astry, podskupiny A (16Srl-A). PfenaSec této fytoplazmy neni zndm, avSak
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jeji vyskyt byl zaznamenén i v Evropé, a to na dzemi Itdlie a Izraele. Epidemicky vyskyt
této fytoplazmy na révé vinné nebyl zaznamendn, Casto vSak zplsobuje smiSenou

infekci spolu s jinymi fytoplazmami (Boudon-Padieu, 2003a).

3.6.2.5 North-American grapevine yellows

Toto onemocnéni bylo zjiSténo pouze v oblastech Severni Ameriky (Kanada,
New York, Virginia) a zplisobuje ho Virginia grapevine yellows phytoplasma nalezejici
do skupiny X-disease (16SrllI-I). Pfenasec¢ této fytoplazmy neni dosud zndm (Boudon-

Padieu, 2003a).

3.6.2.6 Palatinate grapevine yellows

Chorobu zplisobuje Palatinate grapevine yellows phytoplasma ze skupiny
16SrV-A — “Ca. Phytoplasma ulmi’, kterd je rozSifena pfedevSim v Némecku ve
vinaiské oblasti Palatinate a jejim pienaSeCem je Oncopsis alni Schrank (prstenovka
olSovd) zcCeledi kiiskovitych (Boudon-Padieu, 2003a). Arnaud et al. (2007)
fylogenetickou analyzou zjistili, Ze fytoplazma, kterd tuto chorobu zptlisobuje, tvoii
spolu s fytoplazmou zlatého Zloutnuti révy vinné stejnou vétev a mistem jejich

ptvodniho vyskytu je Evropa.

3.7 Fytoplazma stolburu

Fytoplazma stolburu (Bois noir phytoplasma) je vyznamnym patogenem, ktery
na révé vinné zplsobuje zavazné onemocnéni oznaCované jako Bois noir (BN).
V Némecku se pro toto onemocnéni pouzivd oznaceni Vergilbungskrankenheit (VK) a
v Itélii Legno Nero (LN).

Prvni zminky o stolburové infekci (na bramboru) pochdzi ze 40. let z Ruska
(Blattny et al., 1956). Prvni zastupci skupiny stolburu byli charakterizovani az po roce

1990 diky rozvoji molekularné biologickych metod (Navratil ez Valova, 2002).
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3.7.1 Taxonomie fytoplazmy stolburu

Fytoplazmu zpiisobujici onemocnéni BN fadime do domény Bacteria, kmene
Tenericutes a ttidy Mollicutes. Tato fytoplazma ndlezi dle klasifikace vytvorené
Lee et al. (1998b), dle rozsitené klasifikace od Wei et al. (2007) i dle klasifikace
Quaglino et al. (2009) do skupiny 16SrXII a podskupiny A. Taxonomickd komise
(IRPCM, 2004) navrhla pro tuto fytoplazmu provizorni oznaceni “Ca. Phytoplasma
solani’, které se béZné pouziva, avSak dosud neni zcela v platnosti.

Vychdzime-li ze zdkladni klasifikace dle Lee et al. (1998b), d€li se stolburova
skupina na 2 podskupiny, zatimco rozsifend klasifikace dle Wei et al. (2007) vytvofena
na zdkladé pocitacem simulované analyzy 16S rRNA déli fytoplazmy ze skupiny
stolburu na 5 podskupin, jez jsou zastoupeny referen¢nimi izolaty. Rozdéleni stolburové

skupiny dle obou klasifikacfi je shrnuto v Tab. 3.

Tab 3: Rozdéleni skupiny fytoplazmy stolburu dle Kklasifikace vytvorené
Lee et al. (1998b) a Wei et al. (2007)

Nazev fytoplazmy Lee et al. (1998b) Wei et al. (2007)

Stolbur (“Ca. Phytoplasma solani”) 16SrXII - A 16SrXII - A
Grapevine yellows 16SrXII - A

Celery yellows 16SrXII - A

Phormium yellows 16SrXII - B 16SrXII - C
Strawbery yellows 16SrXII - C
“Ca. Ph. australiense” 16SrXII - B 16SrXII - B
“Ca. Ph. japonicum” 16SrXII - D
“Ca. Ph. fragarie” 16SrXII - E

Quaglino ez al. (2009) klasifika¢ni schéma jesté rozsifili na zdklad€ virtudlni
RFLP analyzy 16S rDNA sekvence o dalsi dvé podskupiny - F a G, oznacované

jako Ca. Phytoplasma solani’- related strains.

3.7.2 Hostitelské rostliny fytoplazmy stolburu

Fytoplazma stolburu infikuje celou fadu kulturnich i plevelnych rostlin a napada

asi 45 druhil rostlin z ¢eledi Solanaceae (lilkovitych) (EPPO, 2010).
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Ekonomicky vyznamnymi hostiteli fytoplazmy stolburu je brambor, rajce,
paprika, lilek a réva vinnd. DalSimi hostiteli jsou napiiklad svlacec, tabdk, celer nebo
jahodnik (Navratil er Valova, 2002; Razicka, 2008). V piipadé onemocnéni Bois noir
jsou hlavnimi zdroji infekce rezervodrové rostliny, jako jsou kopfiva dvoudoma (Urtica
dioica) a svlacec rolni (Convolvus arvensis), ve kterych fytoplazma preckdva zimu a ze
kterych je poté pfendSena pomoci vektora na ostatni rostliny (Pasquini et al., 2007;

Cimerman et al., 2009).

3.7.3 Vektorovy prenos Bois noir

Za nejvyznamnéj$itho vektora fytoplazmy stolburu je povaZzovdna Zilnatka
vironosnd (Hyalesthes obsoletus Signoret), kterd je i jedinym vektorem onemocnéni
Bois noir (Sforza et al., 1998; Lessio et al., 2007).

Tento vektor je rozsifen po celé Evropé 1 na uzemi Blizkého vychodu a rozsah
jeho hostitelil je stdle sporny. Za nejsevernéjsi misto jeho vyskytu se pokladd Némecko
a Polsko a Ceskd republika tvoii hranici rozifeni tohoto vektora (Biezikova et
Linhartova, 2007). Nejvétsi letova aktivita zilnatky je pfiblizné od pilky cervna do
poloviny srpna (Bressan et al., 2006).

V neddvné dobé byl také zjistén prenos stolburu na vinicich pomoci jinych druhii

z Celedi cikddovitych, a to druhem Reptalus panzeria a Reptalus quinquecostatus

(Palermo et al., 2004; Trivellone et al., 2005).

3.7.4 Priznaky choroby Bois noir

Pfiznaky stolburu na révé vinné jsou velmi podobné tém, které zpilisobuje
fytoplazma zlatého Zloutnuti révy vinné — viz pfedchozi kapitola 3.6.2.3. Symptomy
této choroby se mohou projevit nejen na nékterych vyhonech, ale také na celém kefi
(Cervend et Ne&ekalovd, 2007). Nejvyrazn&j§im piiznakem onemocnéni BN na révé
vinné je predCasné intenzivni zbarveni a skvrnitost listi. U bilych odrid dochdzi
ke zlutému zbarveni listl, zatimco u cervenych odriid se listy zbarvuji Cervené

az fialoveé. Listy jsou kiehké a zasaZené Casti listd nekrotizuji. Velice ¢asto dochazi
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ke svinovani listi. Letorosty a rovnéZ i internodia jsou slabs$i a kratsi, u kvét a plodi
dochazi nejcastéji k usychani a opadu kvétenstvi a bobule se scvrkdvaji (Rtzicka,
2008). Vybrané pfiznaky na infikovanych rostlindch jsou uvedeny na Obr. 1, 2 a 3.
Zilnatka vironosna upfednostiiuje Gasto i jiné hostitelské rostliny neZ samotnou révu
vinnou. Sifeni fytoplazmy stolburu je tedy na vinici pomalejsi a infikovany jsou pouze
jednotlivé rostliny (Cervend er Nedekalovd, 2007). I presto, e hostitelské rostliny
vykazuji na konci vegetacniho obdobi (druhd polovina mésice zdfi) silné prfiznaky
napadeni fytoplazmou, je detekce fytoplazmy stolburu v odebranych rostlindch v této
dobé velice nespolehlivd. Roli zde zfejmé hraji inhibi¢ni latky, které amplifikaci

fytoplazmové DNA a jeji ndslednou detekci znesnadiiuji (Ge et Maixner, 2003).

Obr. 1: Seschlé bobule (odriida Obr. 2: Cervendni a svinovani
Chardonay). listt (odrida Frankovka).
Foto www.eppo.org Foto www.chem.bg.ac.yu

Obr. 3: Zloutnuti a svinovani listi
(odrtida Chardonay).
Foto www.eppo.org
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3.7.5 Geografické rozsireni Bois noir

Onemocnéni BN je nejvice rozsifeno na tizemi Francie, Itdlie, Némecka, avSak
bylo zjiiténo i v jinych zemich, jako je Span&lsko, Srbsko nebo Chorvatsko (Boudon-
Padieu, 2003a). V neddavné dobé byl také zjiStén vyskyt této choroby v Madarsku
(Kolber et al., 2003), na Ukrajiné (Milkus et al., 2005), v Makedonii (Mitrev et al.,
2007) a v Bulharsku (Avramov et al., 2008). V roce 2009 byl rovnéZ zaznamenin
vyskyt fytoplazmy stolburu na vinicich v Cerné Hofe (Radonji¢ et al., 2009).

V Ceské republice byl vyskyt fytoplazmy stolburu na révé vinné potvrzen a

v roce 2006 na péti lokalitdch jizni Moravy (Cervena et Mikulkovd, 2008).

3.7.6 Detekce fytoplazmy stolburu na révé vinné

Az do 90. let minulého stoleti se k detekci fytoplazem pouzivaly predevS§im
metody zaloZené na DNA hybridizaci. V soucasné dobé je pro vCasnou detekci a
identifikaci fytoplazem velmi dilezitd metoda PCR s ndslednou RFLP analyzou

PCR produkta.

3.7.6.1 PCR metody

vvvvvv

identifikaci fytoplazem. Jednostuptiovd (nékdy oznacovand jako ,.direkt”) PCR reakce
je vSak v mnoha piipadech nedostacujici pro ziskani viditelnych specifickych bandu, a

proto se Casto k detekci vyuziva dvojstupiiova, tzv. nested-PCR.

Nested-PCR

Podminkou nested-PCR je, aby primery uZité pii druhém stupni, byly umistény
uvnitf PCR produktu ziskaného pfi prvni amplifikaci (Frdnova, 2008).
Prvnim voditkem k detekci a identifikaci fytoplazem je pouZiti univerzdlnich a

skupinové specifickych primerd, které byly odvozeny od vysoce konzervativni oblasti
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16S rRNA genu. Tyto sekvence jsou si u ptibuznych fytoplazem velmi podobné, a proto
byly dalsi primery pozdéji odvozovany od sekvence 16S-23S rRNA genu (Smart et al.,
1996). Tato oblast vykazuje mezi jednotlivymi fytoplazmami v porovnani se sekvenci
genu 16S rRNA vétsi variabilitu. Univerzalni primery pouzivané pro detekci fytoplazem
(zékladni jsou uvedeny v Tab. 4) vSak nejsou vhodné v piipadé, kdy chorobu zptisobuje
vice jak jeden druh fytoplazmy nebo kdy je vektor nebo hostitelskd rostlina napadena

smiSenou infekci (Lee et al., 1994).

Tab. 4: Univerzalni primery pro detekci fytoplazem odvozené od sekvence
ribozomalniho 16S-23S rRNA genu

Velikost
OzPacenl Sekvence primeru Literatura PCR
primertt produktu
[bp]
Pl |5 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 3+ | Peng ¢f Hiruki
(1991)
Schneid ; cca 1800
P7 |5 CGTCCTTCATCGGCTCTT 3’ ¢ 11(6119 Sg)ef al.
F1 |5 AAGACGAGGATAACAGTTGG 3’ Davis et Lee
(1993)
Pad ; cca 1650
B6 |5 TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG 3° & ?1\7921856; at.
F1 |5 AAGACGAGGATAACAGTTGG 3’ Davis et Lee
(1993)
L / cca 1330
RO |5 GGATACCTTGTTACGACTTAACCCC 3 (eleg’;f;; :
F2 |5 GAAACGACTGCTAAGACTGG 3’ Gundersen et
Lee (1996)
L / cca 1200
R2 |5 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3° (ele9e9t3c; :
fUS |5 CGGCAATGGAGGAAACT 3’ Lorenz et al.
(1995)
L ; cca 850
rU3 |5 TTCAGCTACTCTTTGTAACA 3° Of(fifézg g; at.

Skupinové specifické primery amplifikuji konkrétni sekvenci DNA, kterd pokud
je ve vzorcich detekovana, uruje pfimo skupinu fytoplazmy stolburu. Mezi skupinové
specifické primery fytoplazmy stolburu patii napt. fStol/rStol (Maixner et al., 1995) ¢i
Stol11f2/r1 (Clair et al., 2003). K identifikaci a detekci lze rovnéZ vyuZit primery
G35m/p, které amplifikuji sekvence genu pro helikdzu (Davis et al., 1992). Primery
StolFw/StolRev amplifikujici genomickou DNA jsou skupinové specifické pro detekci

fytoplazmy stolburu a proliferace jabloné (Galetto et al., 2005), oproti tomu primery
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R16()R1/F1 jsou specifické pro fytoplazmy ze skupiny Zloutenky astry (16Srl),
stolburu (16SrXII) a fylodie bobu (16Srll) (Lee et al., 1994).

Tab. 5: Skupinové specifické primery pro detekci fytoplazmy stolburu

Velikost
Primer Sekvence primeru Literatura PCR
produktu
[bp]
fStold |5  TTTAGCGATATTGGGAGAA 3° Langer er Maixner
(2004) cca 1700

rStold  |5° ATCCTTGAATTCTTTGACG 3
G35p |5 TAACACTGTGGAAGCTCA 3°
G35m |5 CGTCAATGGCTAATCGAT 3
Stoll11F2 |5° TATTTTCCTAAAATTGATTGGC 3" | Clair er al. (2003)
Stoll11R1 |5 TGTTTTTGCACCGTTAAAGA 3’
fStol |5 GCCATCATTAAGTTGGGGA 3°
rStol 5" AGATGTGACCTATTTTGGTGG 3’
StolFw  |5° AACCGCTCGCAAACAGC 3°
StolRev |5 ATTAGCGCCTTAGCTGTG 3’

Davis et al. (1992) cca 1250

cca 900

Maixner et al. (1995) cca 570

Galetto et al. (2005) cca 270

Real-time PCR

Real-time PCR metoda byla vyvinuta pro zvySeni rychlosti a citlivosti detekce
fytoplazem. Béhem real-time PCR je nartst nové vytvorenych produktli monitorovan
a detekovan fluorescencnimi metodami (TagMan sonda, barvivo SYBR Green)
po kazdém probéhlém cyklu. V soucasnosti je tato metoda vyuZivdna predevSim
pro detekci fytoplazmy proliferace jabloné, Flavescence dorée fytoplazmy i Bois noir
fytoplazmy (Galetto et al., 2005; Angelini et al., 2007; Hren et al., 2007). Vyvoj dalSich
detek¢nich systéml v ramci real-time PCR pro rtzné skupiny fytoplazem, vcetné

16SrXI1l, pokracuje (Hodgetts et al., 2009).

Multiplex PCR

Pii této modifikované PCR metodé je mozno amplifikovat vice jak jednu

cilovou sekvenci s pouzitim né€kolika parti primerd (Elnifro et al., 2008), a tim tak
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detekovat vice fytoplazem soucasné. Pii multiplex-PCR slouzi kazdy amplifikovany
produkt zérovei jako vnitini kontrola pro ostatni produkty (Edward et Gibbs, 1994).
Multiplex-PCR reakce muze slouZzit k soucasné detekci fytoplazem ze skupiny
jilmu a fytoplazmy stolburu, pomoci niZ lze ve vzorcich révy zédroven detekovat
choroby FD a BN, které jsou velmi lehce zaménitelné diky podobnym piiznakim, jez
na rostlindch zptsobuji. Pro potfeby detekce a identifikace fytoplazem na révé vinné
v Ceské republice se v laboratofich Statni rostlinolékaiské spravy vyuZzivd multiplex
PCR s primery fSTOL/rfSTOL (Maixner et al., 1995) a fB1/rUWS1 (Smart et al., 1996)
(Cervend et Mikulkovd, 2008). V soucasnosti, v rdmeci zavadéni metod real-time PCR,
Terlizzi et al. (2009) vyuZzili modifikovanou metodu multiplex pfi pouZiti real-time PCR
se skupinové specifickymi primery R16(I)F1/R1 a R16(V)F1/R1, kterd by mohla pfinést

velky pokrok v diagnostice chorob révy vinné.

3.7.6.2 RFLP analyza

Tato metoda slouZi k odliSeni jednotlivych podskupin fytoplazem a vyuziva
rizné restrikéni enzymy ke St€peni amplifikovanych DNA fragmentl. Nejcastéji
uzivanymi enzymy pouzivanych k RFLP analyze BN izolatl jsou Rsal, Alul, Msel nebo
Hpall. Nastépené produkty jsou nasledné separovany pomoci vertikdlni elektroforézy
v akrylamidovém gelu nebo horizontélni elektroforézy v agar6zovém gelu, barveny
ethidium bromidem a vizualizovany UV translumindtorem. Mutagenni a karcinogenni
ethidium bromid je v posledni dobé nahrazovédn nekarcinogennimi fluorescenénimi

barvivy GelRed™ nebo GoldView ™.

3.8 Geneticka diverzita fytoplazmy stolburu zpusobujici onemocnéni

Bois noir

Geneticka variabilita u fytoplazem vznikla z diivodu ptekryvajicich se tzemi
hlavnich pfenaseci a rostlinnych hostitelil, coz poskytlo fytoplazmam dostatek moZnosti

se mezi sebou navzijem ovliviiovat a vyméniovat si genetickou informaci. V disledku
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toho jsou skupiny fytoplazem zastoupeny c¢leny, u kterych pribézné vznikly velké
genetické rozdily (Lee et al., 1998a).

Sekvence 16S rDNA vykazuji nizkou genetickou variabilitu i v rdmci izolatt
stolburu pochdzejicich z rliznych oblasti a z riznych hostitelskych rostlin (Pacifico et
al., 2007). Rozdilné stolburové izolaty vykazuji odliSnou velikost genomu a soucasné
zpusobuji na rezervoarovych rostlinich i jiné symptomy (Marcone et al., 1999).

Variabilita v sekvenci 16S rRNA genu se ukdzala byt dostacujici pouze pro
odliSenf jednotlivych skupin fytoplazem, pfipadné podskupin, avSak neni dostatecna pro
rozliSeni fytoplazem liSicich se svou specifitou k vektoru nebo k hostitelské rostliné
(Schneider et al., 1997). Pritom studium genetické variability mezi jednotlivymi izoléty
je dilezité k pochopeni interakci mezi rezervodrovymi rostlinami a vektorem
a k objasnéni prirozeného cyklu fytoplazmy v pfirodé a jejiho Sifeni.

Pro ur¢eni diverzity v ramci podskupin fytoplazem se proto zacaly hledat
sekvence DNA, které by vykazovaly mnohem vétsi variabilitu. V piipadé fytoplazmy
stolburu se ukazuje byt vyhodna amplifikace neribozomélnich gend, jako je tuf gen
(Schneider et al., 1997), vimp1 gen (Pacifico et al., 2007), secY gen (Danet et al., 2007)

a map gen (Cimerman et al., 2009).

3.8.1 Geneticka variabilita genu fuf

Gen tuf kéduje elongacéni faktor Tu (EF-Tu) a hraje ustfedni roli pii translacnich
procesech (Schneider et al., 1997).

Jako prvni se amplifikaci genu fuf nékolika skupin fytoplazem (skupina
Zloutenky astry, stolburu, proliferace jabloné, Zloutenky jilmu, X-disease a Zloutenky
jasanu) zabyvali Schneider et al. (1997), ktefi pro amplifikaci tohoto genu pouZili pary
primert fTufl/tTufl, fTufil/tTufil, fTufi/rTufi, fTufAy/fTufAy a fTufu/rTufu.
K amplifikaci doSlo pouze u izoldti ze skupiny Zloutenky astry a stolburu a ziskané
PCR produkty byly nésledné podrobeny i sekvencni analyze. Par primeri
fTufAy/rTufAy amplifikoval fragmenty o velikosti zhruba 940 bp. Vysledky RFLP a
sekvencni analyzy vedly knavrZzeni tohoto pdaru primert, jakoZto primeri pro

specifickou amplifikaci fytoplazem ze skupiny Zloutenky astry a skupiny stolburu. Tyto
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vysledky nejenze poukdzaly na skutecnost, Ze fytoplazmy z téchto dvou skupin si jsou
nejvice piibuzné, ale také na to, Ze fuf gen je mnohem vice variabilni nez
16S rRNA, a muze tak slouzit k odliSeni fytoplazem, které jsou jen tézko rozliSitelné na
zakladé 16S rDNA.

Langer et Maixner (2004) zkoumali v rdmci genu fuf genetickou variabilitu
onemocnéni Vergilbungskrankenheit (VK) v Némecku. Vzorky DNA byly brany
z infikované révy vinné, svlacce, kopfivy a z vektora Hyalesthes obsoletus z riznych
vinafskych oblasti. Na zdkladé vysledkd RFLP analyzy Stol4 a tufAy fragmentt rozlisili
tii typy fytoplazmy stolburu zptsobujici onemocnéni VK. Typ VK-I (oznacovany i jako
Tuf-a) byl detekovdn na révé vinné, v prenaseci a v koptivé a byl zjiStén ve vSech
vinafskych oblastech kromé oblasti Franconia. Typ VK-II byl zjistén rovnéz ve vSech
vinafskych oblastech na révé vinné a ve svlacci. Posledni typ VK-III byl identifikovan
pouze v oblasti Mosel na révé a ve svlacci. Tyto dva posledni typy spolu utvafi pouze
jednu skupinu VK-II (Tuf-b) vytvofenou na zdkladé zjiSténé fylogenetické ptibuznosti.
Z téchto vysledki vyplyvd, ze zivotni cyklus genotypu VK-I je spjat s koprivou,
zatimco Zivotni cyklus typu VK-II je ve spojitosti s druhou rezervoarovou rostlinou
fytoplazmy stolburu, svlaccem. Tento typ je i vSeobecné vice rozsiteny.

Pasquini et al. (2007) zjistili oba tuf-typy vrév€ vinné, v hmyzim vektoru
1 vrezervodrovych rostlindch, pficemZz pro nested-PCR reakci pouzZili primery
TufAyf2/TufAyr2, které navrhli na zdkladé sekvence fuf genu ziskané z GenBank.
Vyskyt obou typd byl potvrzen ve stfedni i jizni Itdlii, avSak s rozdilnym zemé&pisnym
umisténim.

V roce 2009 se genetickou variabilitou fytoplazmy stolburu na dzemi Itdlie
zabyvali Filippin er al. (2009), piicemz k analyze pouzili jednak gen tuf, jednak secY
gen. PCR/RFLP analyzou genu tuf zjistili pfitomnost obou tuf-typti, pricemz typ Tuf-b
byl dominantnim v jizni Itdlii, zatimco v severni Itdlii byly zastoupeny oba typy.
Sekvencni analyzou secY genu bylo odhaleno 17 rozdilnych genotypi. Deset z nich
odpovidalo typu Tuf-a a sedm odpovidalo typu Tuf-b.

Ve stejném roce byl také zjidtén vyskyt onemocnéni BN na tizemi Cerné Hory
(Radonji¢ et al., 2009), kde 99 % izolatd révy vinné vykazovalo profil odpovidajici typu
Tuf-b a jen jediny vzorek révy vinné odpovidal druhému typu, tedy typu Tuf-a.
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3.8.2 Geneticka variabilita vimp1 genu

Vmp1 gen (variabilni membranovy protein, diive oznacovany Stol-1H10 gen) je
specificky gen fytoplazmy stolburu, ktery koduje membranovy protein (Pacifico et al.,
2007, 2009). Jelikoz fytoplazmy postradaji bunécnou sténu a jejich Zivotni cyklus
zahrnuje v prvni fazi pfilnuti a vniknuti do hostitelské buriky, hraji mebranové proteiny
hlavni roli v molekuldrnich mechanismech, jimiz se fidi interakce fytoplazma-hostitel
(Cimerman et al., 2009). V neddvné dobé€ se tedy zacalo ke studiu genetické diverzity

vyuZzivat variability 1 tohoto genu (viz. Obr. 4).

Hydrofilni doména (550 aa)

A
- N
vMPl Il B e ||

e repeated domains B and B’ 80 to 84 aa ™
27 aa 22 aa

Obr. 4: Struktura vmp1 genu dle Cimerman et al. (2009), upraveno.

Legenda: aa — aminokyselina, LP — termina¢ni signdl, Tm — transmembranovy alfa helix,
B, B” - opakujici se domény

Cimerman et al. (2009) se zabyvali charakteristikou vmp1 genu a poukézali na
jeho vyraznou variabilitu v porovndni s geny tuf, secY a map. Pti studiu zjistili, Ze vimp1
gen je sekvence dlouhd zhruba 1 674 bp kddujici protein o 557 aminokyselindch, ktery
je homologni s VMPA genem Mycoplasma agalactiae. Kromé toho zjistili, Ze zraly
vmpl protein ma molekulovou hmotnost 57,8 kDa a je v membridné fytoplazem
zakotven hydrofilnim N-terminacnim koncem, ktery ¢ni ven z povrchu buiiky. V této
praci rovnéz provedli Southern blot hybridizaci k uréeni lokalizace a poctu kopii tohoto
genu v genomu fytoplazmovych izolatd. Z vysledkli usoudili, Ze vmpl gen byl na
chromozomu fytoplazmy pfitomen u vSech analyzovanych izolatd v nékolika odliSnych
kopiich.

K uréeni variability vmpl genu mezi riznymi izolaty fytoplazmy stolburu
pouzili PCR reakci spolu s RFLP analyzou, kterd odhalila 8 restrikénich profili

s rozdilnou velikosti fragmentt. Stejné izolaty vSak pri analyze tuf genu poskytly pouze
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dva rozdilné profily, pfi¢emZ vSechny izolaty aZ na jednu vyjimku vykazovaly restrikéni
profil typu Tuf-b.

K porovnéni variability vimp1 genu také analyzovali geny map a secY. V pripadé
map genu byly nalezeny pouze dva jednonukleotidové polymorfismy (single-nucleotide
polymorphisms, SNPs) odliSujici se od referen¢nich izolatl, zatimco u vice variabilniho
secY genu bylo nalezeno 8 SNPs. U vmp1 genu pfitom bylo pfi stejné analyze zjiSténo
94 SNPs.

Pacifico et al. (2009) pouZili tento gen jako marker, aby zjistili genetickou
diverzitu mezi izoldty BN na tzemi Francie a Itdlie. Segmenty kompletniho
amplifikovaného vmpl genu z infikované révy vinné, svlacce, kopfivy a Zilnatky
vironosné vytvorily fragmenty tif riznych velikosti (1570 bp, 1820 bp a 2070 bp).
Nasledna RFLP analyza pomoci Rsal rozdélila amplikony do dvanécti profilti, oznacené
V1 az V12 (viz Obr. 5). Sedm restrikénich profili (typd) bylo detekovano v izoldtech
révy vinné z Francie, pfi¢emZ nejhojnéji se vyskytoval profil V1. Devét restrikcnich
profilii bylo detekovano v izoldtech révy na dzemi Italie, kde 64 % vsech izolatl tvofilo
profil V3. Tento profil (V3) byl také zjistén ve vSech izolatech koptivy a u 98 % izolatt

zilnatky vironosné. 1zolaty BN pochdzejici ze svlacce vykazovaly Ctyfi profily, pfiCemz

M Vi V2 V3 V4 V5 V9 Vi0 Vi1 Viz M Ve V7 V8 M

b b

A AT AT A R L

~ " " ']

Obr. 5: Restrikéni profily vimp 1 genu s pouzitim enzymu Rsal (Alul).

Legenda: A + B — Sté€peni enzymem Rsal, C — §tépeni enzymem Alul, M — marker molekulové hmotnosti
1-kb-plus DNA (Gibco BRL, Paislay, UK), V1 az V12 — restrikéni profily vmp1 genu
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Soucasné s analyzou vmpl genu byla ke srovndni genetické variability
provedena i analyza fuf genu. Profily V3 a V5 byly unikdtni pouze pro izoléty typu
Tuf-a, zatimco vSechny ostatni profily byly ve spojitosti s izoldty typu Tuf-b. Profil V1
byl pfitomen u izolati obou tuf typa.

Vysledky obou téchto praci tak potvrdily, Ze vimpl gen je dostatecné variabilni
pro studium genetické variability mezi izoldty BN a vykazuje mnohem vétsi diverzitu
ve srovnani s neribozomaélni sekvenci genu fuf.

Tesstori et al. (2009) zkoumali genetickou diverzitu vmpl genu na révé
ve vinicich v Sicilii, pficemZ vétSina rostlin révy vinné vytvofila restrikéni profil
odpovidajici profilu V1, zatimco profil V10 byl zjiStén pouze u jednoho izoldtu révy

vvvvvv

vétsinu izolatl révy vinné byl dominantni praveé tento profil.

3.8.3 Geneticka variabilita fytoplazmy stolburu v Ceské republice

Genetickou variabilitou fytoplazmy stolburu v riznych hostitelskych rostlinach
na jizni Moravé se zabyvali Fialova et al. (2009). Tato prace je prvni, kterd zkouma
genetickou variabilitou v ramci jednoho regionu. Pro genetickou typizaci izolati autori
pouZzili neribozomdlni sekvence, a to variabilni vmp]1 gen, fuf gen a secY gen.

Ptiznakové rostliny (mifik celer, paprika, brambor, réva vinnd, laskavec ohnuty,
svlacec rolni, kopfiva dvoudomad atd.) pochdzely ze zemédélskych poli v okoli Lednice
a ze dvou vinic na jizni Moravé.

Tuf gen byl amplifikovan v nested-PCR reakci s primery Tuflf/r a TufAyfrr,
produkty byl St€épeny enzymem Hpall. VSechny produkty (o velikosti zhruba 940 bp)
odpovidaly typu Tuf-b, jeZ uvadi Langer et Maixner (2004).

Pro amplifikaci vmpl genu byly pouZity nové navrzené primery StolHI0F1 a
StolH10R1 pro direkt-PCR a pro nested-PCR pak TYPHI0F a TYPHIOR. Po naStipani
enzymem daly produkty 5 rozdilnych profili ozna¢enych fimskymi Cislicemi [ az V (viz
Obr. 6). NejcastéjSim profilem byl profil I, ktery byl zjistén v 7 z 11 hostitelskych

rostlin. Na révé vinné z lokatity Bfezi byl nalezen pouze profil IV.
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Obr. 6: Restrikéni profily vmp1 genu zjiSténych na jizni Moravé.

Legenda: M — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas)
Profil I: 1 (svlacec), 2 (pchac), 3 (svlacec), 7 a 9 (paprika), 12 (celer)
Profil II: 4 (opletnik), 5, 6 a 8 (paprika), 11 a 14 (celer)
Profil III: 10 (brambor)
Profil IV: 15 (kopftiva) a 16 (réva vinnd)
Profil V: 13 (celer)

Pro urceni diverzity mezi izoléty byl také pouZzit neribozomalni gen secY, ktery
kéduje translokacni protein. Pro analyzu tohoto genu se pouZily izoldty ze vSech ti{
lokalit a 5 referencnich izolatl ziskanych ze svlacce. Sekvenéni analyza byla provedena
pomoci primert PosecF3 a PosecR3 (Fialova et al., 2009), softwarovych programi
Phred, Phrap a Consed, a mnohocetné srovnani bylo provedeno pomoci ClustalW
programu. Zatimco referencni izoldty poskytly 5 riznych secY typu, z Ceskych vzorki
byly ziskany pouze dva typy sekvenci. VétSina vzorkli méla sekvenci shodnou se

sekvenci referencniho izolatu pochdzejiciho z Francie.

3.9 Geneticka variabilita fytoplazem z jinych taxonomickych skupin

Genetickd variabilita nebyla zjiSténa pouze u fytoplazem ze skupiny stolburu,
ale také u jinych taxonomickych skupin.

Piikladem je variabilita mezi izoldty Flavescence dorée fytoplazmy (skupina
16SrV), kterou se zabyvala Bertaccini (2007). Amplifikace a ndsledna RFLP analyza
ribozomdlniho proteinu (kédovaného geny rpl22 a rps3) rozliSila 4 odlisSné skupiny
izolati fytoplazem FD. Variabilita mezi izoldty pochazejicich prevdzné z Francie a

Italie byla potvrzena 1 analyzou neribozomalniho fragmentu FD9 kodujiciho gen secY.
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Arnaud et al. (2007) naopak analyzou genu secY, degV a map zjistili pouze tfi riizné
skupiny izol4ti.

RovnéZ u fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin (European stone fruit
yellows — ESFY, “Ca. Phytoplasma prunorum’, skupina 16SrX), kterd je vyznamnym
patogenem ovocnych stromil z rodu Prunus, byla nalezena variabilita mezi jednotlivymi
izolaty. Pfiznaky u napadenych rostlin se v zdvislosti na druhu stromu a virulenci
patogena projevuji zcela odlisné nebo se dokonce nemusi projevit viibec (Kison et
Seemiiller, 2001). Z tohoto divodu se ke zjisténi mozné diverzity vyuZivaji variabilni
oblasti genomu této fytoplazmy a to predev§Sim geny tuf, AceF, pnp, imp ¢i SecY gen
(Danet et al., 2007). Analyzou neribozomélniho genu fuf u napadenych stromu Svestky
na tzemi Itdlie byly odhaleny dva restrikéni profily fytoplazmy evropské Zloutenky
peckovin. Prvni typ (oznacovany ,,a*) se neliSil od referen¢niho izoldtu, zatimco druhy
typ ,,b“ identifikovany u vétSiny stromi, byl typicky pouze pro oblast Kaldbrie a

neshodoval se s Zddnym referenénim izolatem.
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4 Material a metody

4.1 Rostlinny material

Pro detekci fytoplazmy stolburu (STOL) a jeji naslednou genetickou typizaci
bylo v mésici zafi v roce 2009 odebrano 20 vzorkd révy vinné z lokality v katastru obce
Dolni Kounice na jizni Moravé (Ceské republika). Viechny odebrané vzorky jevily
piiznaky fytoplazmy stolburu, a to svinovani a predc¢asné Cervenani listd a scrvkavani
bobuli (Obr. 7, 8 a 9). Z lokality byly rovnéZ odebrany vzorky révy vinné
z bezptiznakovych kefa.

Jednotlivé useky pfiznakovych vétvi s listy (cca 20 cm) byly vloZeny i s tdaji
o rostliné do igelitovych sackd a byly uchovany v lednicce pfi teploté 4 °C do doby

izolace DNA. Veskeré vzorky s uvedenim odridy a jejich lokalizace na vysadbé jsou

uvedeny v Tab. 4.

Obr. 7: Pfiznakova rostlina révy vinné Obr. 8: Slabsi pfiznaky STOL
(odrida Modry Portugal). Vlevo na révé vinné (odrida Modry Portugal).

ptiznakovy kef, vpravo zdravé rostliny. Foto Pavla Vilova
Foto Pavla Vdlova
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Obr. 9: Silné piiznaky STOL na révé vinné (odrtida Modry Portugal).

Foto Pavla Valova

Tab. 6: Piehled vzorku révy vinné z lokality Dolni Kounice

Pog?stll(())ve Odruda révy vinné Lokalizace* Pfiznaky

1 Modry Portugal 26/2/4Z ptiznaky fytoplazmy stolburu

2 Modry Portugal 38/3/1Z ptiznaky fytoplazmy stolburu

3 Modry Portugal 251212 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu

4 Modry Portugal 2517 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu**
5 Modry Portugal 30/2/3Z pfiznaky fytoplazmy stolburu

6 Modry Portugal 49/112 P pfiznaky fytoplazmy stolburu

7 Modry Portugal 36/3/2Z pfiznaky fytoplazmy stolburu

8 Modry Portugal 48/1/6 P ptiznaky fytoplazmy stolburu**
9 Modry Portugal 36/2/13Z pfiznaky fytoplazmy stolburu
10 Modry Portugal 371311 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu
11 Modry Portugal 411272 ptiznaky fytoplazmy stolburu**
12 Modry Portugal 41/1/3 72 ptiznaky fytoplazmy stolburu**
13 Modry Portugal 41/1/1 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu**
14 Modry Portugal 25/3/13 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu
15 Modry Portugal 26/2/1 P pfiznaky fytoplazmy stolburu**
16 Modry Portugal 27/1/1 P ptiznaky fytoplazmy stolburu**
17 Zweigeltrebe 29/2/6 P ptiznaky fytoplazmy stolburu
18 Modry Portugal 25/416 Z pfiznaky fytoplazmy stolburu
19 Modry Portugal 26/1/2 P pfiznaky fytoplazmy stolburu**
20 Zweigeltrebe 29/2/5 P pfiznaky fytoplazmy stolburu
21 Zweigeltrebe 33/3/14Z bez piiznakl

* fada/pole/umisténi kefe v poli; Z = pocitano od konce fady; P = pocitano od zacédtku fady

** zvlasté silné ptiznaky — kiehké, tmavé ervenofialové listy s dolti svinutymi ¢epelemi a scvrklé

bobule
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4.2 Izolace celkové DNA

Postup izolace vychazi z modifikované CTAB-metody izolace fytoplazem dle
Ahrense a Seemiillera (1992).

Pro homogenizaci vzorku bylo do tieci misky, umisténé na ledové tfisti, pfidano
Pasteurovou pipetou cca 8 ml pracovniho roztoku pufru Delaporta 1x, na Spi¢ku noze
morského pisku a cca 1 g nakrdjené horni Casti fapiku a centrdlni Zilnatiny listd révy
vinné.

Zhomogenizovand smés byla slita do 30ml kyvety a jednotlivé kyvety byly
vyvaZzeny pufrem Delaporta 1x na predvazkdch. Poté probéhla centrifugace
pfi 1 000 g po dobu 4 minut a pfi teploté 4 °C. Supernatant byl opatrné slit pies uhelon
do cisté 30ml kyvety a jednotlivé kyvety byly opét vyvdZeny na predvazkich pufrem
Delaporta 1x. Prob&hla centrifugace pti 14 000 g po dobu 25 minut a pfi teploté 4 °C.
Kyvety byly vyndéany do ledové tfiSté, supernatant byl opatrné odstranén a sediment byl
resuspendovan. Do kyvet se sedimentem bylo pfiddno 2 ml roztoku Doyle-Doyle
s merkaptoethanolem (v poméru 500:1).

Vzorky byly prepipetovany do 10ml sklenénych kyvet a ponechdny 20 minut ve
vodni lazni pfi teplot€ 60 °C. Zkumavky byly pfeneseny do hlinikového stojanku
umisténého na ledové tfisti. Do kazdé kyvety bylo pfidano po 2 ml smési chloroform-
izoamylalkohol (v poméru 24:1).

Kyvety byly prekryty inertnim nepropustnym materidlem (CtvereCkem
z gumovych rukavic) a obsah byl opatrné promichan prevriacenim. Poté byly zkumavky
preneseny do vodou vyvazenych nosi¢i kyvet a nésledné probéhla centrifugace
pii 6 000 g po dobu 10 minut pfi teploté¢ 4 °C. Pro kazdy vzorek byly nachystiny 2
mikrozkumavky typu Eppendorf (objem 1,5 ml) a fddn€ oznacCeny. Do eppendorfek
bylo napipetovano po 0,5 ml ¢iré vodné faze (svrchni ¢ast kyvety).

Pro vysrdzeni DNA z vodné faze byl do kazdé eppendorfky pfidan 1 ml alkoholu
izopropylnatého, zkumavky byly uzavieny, promichdny prevracenim (5krét) a pfes noc
byly umistény do mrazédku pfi teploté - 20 °C. Nasledujici den byly mikrozkumavky se
vzorky centrifugovany pfi 18 000 g po dobu 10 minut a pfi teploté 4 °C. Supernatant byl
vylit a sediment (mald cocka) byl promyt 1 ml 70% cistého ethanolu. Poté probéhla

centrifugace zkumavek opét pii 18 000 g po dobu 10 minut a pfi teploté 4 °C.
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Po centrifugaci byl supernatant opatrné vylit a po okapdani etanolu byly vzorky
lyofilizovdny ve vakuu na SPD SpeedVac po dobu 30 minut a pfi teploté¢ 45 °C.

VysuSené vzorky byly ulozeny v mrazaku pfi teploté - 80 °C.

4.3 Méreni koncentrace DNA, Fedéni vzorku

Lyofilizované vzorky izolované DNA byly rozpustény ve 100 pl deionizované
vody. U vSech vzorkl byla zméfena koncentrace DNA na nanodropu dle standardniho
postupu. Kvili odstranéni moZnych piimési byly vzorky DNA piecistény
fenol:chloroformovou metodou (postup dle Tel-Zur et al., 1999). Precisténé vzorky byly
znovu podrobeny méfeni koncentrace na nanodropu a udaje byly zaznamendny

do Tab. 7. Dle zjisténé koncentrace byly vzorky DNA zfedény tak, aby do jedné PCR
reakce byla pouzita DNA o koncentraci cca 50 - 100 ng/ul.

Tab. 7: Naméfené hodnoty koncentrace DNA u vzorki a jejich Fedéni

. A~ Koncentrace pied | Pomér A,q/Ass | Koncentrace Pomér Redéni
PO£?S?3ve C.ll)zNoklce precisténim pred po precisténi Azeo/Azgy | izolované
[ng/ul] precisténim [ng/ul] po precisténi | DNA
1 3604 362 1,6 518 2,0 10x
2 3605 270 1.4 352 2,1 7x
3 3606 512 1,5 260 2,1 5x
4 3607 222 1,2 379 1,8 7x
5 3608 617 1.4 154 2,1 3x
6 3609 890 1.4 333 2,0 7x
7 3610 471 1,5 435 2,0 8x
8 3611 555 1.4 141 2,1 3x
9 3612 357 1.4 156 2,1 3x
10 3613 447 1,3 367 2,0 7x
11 3614 537 1,3 154 2,1 3x
12 3615 429 1,3 88 2,0 2x
13 3616 1293 1,2 179 2,0 3x
14 3617 857 1,2 117 2,1 3x
15 3618 562 1,5 431 2,0 8x
16 3619 211 1,6 192 2,0 3x
17 3620 307 1,5 356 2,0 7x
18 3621 269 1,7 297 2,0 6x
19 3622 237 1,6 488 2,0 8x
20 3623 437 1,7 236 2,1 4x
21 3631 485 1,5 212 2,1 4x
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4.4 PCR reakce

Pro detekci fytoplazmy stolburu byla pouZita metoda nested-PCR s uZitim
univerzélnich ribozomélnich primerd R16F1/R16R0 (Davis et Lee, 1993; Lee et al.,
1993) a R16F2/R16R2 (Gundersen et Lee, 1996; Lee et al., 1993). SloZeni pouZitych
primert je uvedeno v Tab. 8.

Pro PCR reakci byla nejprve pfipravena reakéni smés, tzv. ,premix*, a to
smichdnim jednotlivych poloZzek uvedenych v Tab. 9. Premix byl promichén, kratce
stoCen na minicentrifuze a ndsledn€ byl rozpipetovan do oznacenych 0,2 ml
mikrozkumavek, kam byl poté napipetovan 1 vzorek. Zkumavky s premixem a se vzorky
byly opét kritce stoCeny na minicentrifuze. Jako negativni kontrola reakce slouZil
vzorek DNA odebrany ze zdravé rostliny. Jako slepy vzorek reakce (blank) byla pouZita
mikrozkumavka, kde bylo k premixu nepipetovano misto vzorku DNA 2 ul
deionizované vody. Mikrozkumavky byly umistény do termo-cykléru, kde probéhla
PCR reakce dle stanovenych podminek uvedenych v Pfiloze 2.

Po skonceni direkt PCR byly PCR produkty fedény 40krat deionizovanou
sterilni vodou. Postup nested-PCR byl stejny jako u prvniho stupné PCR, byly vSak
pouzity primery R16F2 a R16R2. Jako pozitivni kontrola PCR reakce slouZzil vzorek
DNA z Vinca rosea ¢. 3770 (izoldt AP), ktery obsahoval fytoplazmu proliferace
jabloné.

Pipetovéani jednotlivych slozek smési i vzorkil bylo provddéno na ledové tristi

ve flow-boxu.

Tab. 8: SloZeni pouzitych primeru

Velikost
Primer Sekvence primeru Literatura PCR
produktu [bp]
R16F1 |5 AAGACGAGGATAACAGTTGG 3~ Davis ef Lee
(1993)
L / cca 1330
R16R0 | 5° GGATACCTTGTTACGACTTAACCCC 3~ ffgegf;)l :
R16F2 | 5 GAAACGACTGCTAAGACTGG 3’ Gundersen
et Lee (1996)
L / cca 1200
R16R2 | 5" TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG 3° ffgegf;)l :
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Tab. 9a: SloZeni 20ml reakcéni smési pro PCR reakci s primery R16F1/R0

Poloika Konecna Mnozstvi roztoku
koncentrace na 1 reakci [ul]

Pufr 1x 2
MeCl, 1,5 mmol.I" 1,2

Voda 11,3
dNTP 100 umol.I" 2

f primer (R16F1) 0,25 umol.l’1 0,25

r primer (R16R0) 0,25 umol.l’1 0,25

Red Taq polymeraza 1U/reakce 1
Objem premixu (1 reakce) 18 ul
Objem vzorku (1 reakce) 2 ul
Celkovy objem reakce 20 ul

Tab. 9b: SloZeni 25ml reak¢ni smési pro PCR reakci s primery R16F2//R2

Polozka Konecna Mnozstvi roztoku
koncentrace na 1 reakci [pl]

Pufr 1x 2,5
MgCl, 1,5 mmol.l" 1,5

Voda 14,875
dNTP 100 umol.I" 2,5

f primer (R16F2) 0,25 pmol.l'l 0,3125

r primer (R16R2) 0,25 pmol.l'l 0,3125
Red Taq polymeraza 1U/reakce 1
Objem premixu (1 reakce) 23 ul
Objem vzorku (1 reakce) 2 ul
Celkovy objem reakce 25 ul

4.5 Gelova elektroforéza nested-PCR produkti

Pro gelovou elektroforézu nested-PCR produkti R16F2/R2 byl pfipraven 1,5%
agar6zovy gel v TAE pufru. 45 ml rozvafeného gelu bylo prelito do kddinky a bylo do
ng&j piiddno 4,5 pl fluorescencniho barviva GelRed™. Pro horizontélni elektroforézu
byla pfipravena vanicka o velikosti 10 x 10 cm, do které byly pod sebe vsazeny dva
18-ti jamkové hiebinky (z divodu vétstho poctu vzorka).

Gel byl nalit do vani¢ky a nechal se ztuhnout (cca 30 minut). Po ztuhnuti byly
z gelu opatrné vyjmuty hiebinky, gel byl pfenesen do elektroforetické komirky
a prevrstven TAE pufrem.

Do jamek gelu bylo jako prvni pipetovano 1,8 pl standardu molekulové
hmotnosti, poté bylo pipetovano po 4,5 ul jednotlivych PCR produkt.

Elektroforéza byla zapojena na 70 V. Po skonceni elektroforézy (cca 45 minut)
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byl gel opldchnut destilovanou vodou, poté byl gel pozorovdn UV transluminitorem

a byla provedena fotodokumentace.

4.6 RFLP analyza PCR produkta

Pozitivni produkty nested-PCR byly podrobeny RFLP analyze. Nejprve byla
pfipravena reakéni smés, a to smichanim polozek uvedenych v Tab. 10, a ke Stipani
PCR produkti byly pouzity restrikéni endonukledzy Rsal a Msel, pricemz byly
dodrzeny instrukce doddvajici firmy. K reakéni smési byl napipetovéan vzorek a vSe bylo
kratce sto¢eno na minicentrifuze. Poté byla reakéni smés zakdpnuta kapkou minerédlniho
oleje a zkumavky byly umistény do termoblotu, kde probéhla inkubace pres noc (asi 16

hodin) pfi teploté 37 °C.

Tab. 10: SloZeni reakcéni smési RFLP analyzy pro 1 reakci

Polozka Objem [ul]
Pufr 1,2
BSA 10x 1,3
Voda 0,8
Restrikéni enzym* 0,2
Vzorek DNA 9,0
Celkovy objem reakce 12,5
* Rsal nebo Msel

Po inkubaci v termoblotu byly produkty analyzy separovany na horizontalni
gelové elektroforéze. Priprava gelu je obdobna jako v predchozi kapitole, vyjimkou
bylo pouziti 2,5% Metaphoragar6zy v TBE pufru a TBE pufru v elektroforetické
komirce. Pfed nanesenim bylo ke kazdému vzorku ptidano 2 pl vzorkovaciho roztoku.
Standard molekulové hmotnosti byl nanesen jako prvni (1,8 ul) a poté bylo naneseno po
5 ul kontroly a jednotlivych produktii. Elektroforéza byla zapojena na 50 V a poté byla

provedena fotodokumentace.
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4.7 Amplifikace neribozomalnich isekii DNA pomoci nested-PCR

Pro amplifikaci neribozomalnich usekti DNA (vmpl gen a tuf gen) byly brany
pouze vzorky, u kterych byl prokdzan vyskyt fytoplazmy stolburu, tak jak je uvedeno
v Tab. 13. Amplifikace genu vmpl byla provedena nested-PCR s pouZitim pari
neribozomalnich primert StolH10F1/StolHIOR1 a TYPHI0F/TYPHIOR (Pacifico et
al., 2009; Fialova et al., 2009). Pro 2. stupeni amplifikace byl rovnéz pouZit par primert
StolH10F2/R2 (Pacifico et al., 2009), které amplifikuji veétsi dsek vmpl genu. Pro
nested-PCR genu ruf byly pouzity pary neribozomdlnich primert fTufl/rTufl a
fTufAy/rTufAy (Schneider et al., 1997).

Postup PCR byl stejny jako v kapitole 4.4, reakce vSak probéhla za stanovenych
podminek uvedenych v Pfiloze 3. Pro nested-PCR byl PCR produkt nafedén Skrit a

reakce probéhla v termo-cykléru dle stanovenych podminek uvedenych v Ptiloze 4.

Tab. 11: SloZeni 25ml reakéni smési pro prvni a druhy stupein PCR

Polozka Konec¢na koncentrace Mnozstvi ro.ztoku
na 1 reakci [ul]

Pufr 1x 2,5
MgCl, 1,5 mmol.I" 1,5

Voda 12

dNTP 200 umol.I" 5

f primer* 0,4 umol.I" 0,5

r primer** 0,4 umol.l’1 0,5

Red Taq polymeraza 1U/reakce 1
Objem premixu (pro 1 reakci) 23 ul
Objem vzorku (pro 1 reakci) 2 ul
Celkovy objem reakce 25 ul

* pro tuf gen = fTufl a fTufAy (2.stupetl)
pro vimp1 gen = StolH10F1; TYPH10F a Stol10F2 (2. stupeti)
*%* pro fuf gen = rTufl a rTufAy (2. stupeii)
pro vimpl gen = StolH10R1; TYPH10R a Stol10R2 (2. stupeii
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Tab. 11: SloZeni pouzitych primerua

Primer Sekvence primeru ;‘::;:;{Sttup[gg] Literatura
fTufl 5" CACATTGACCACGGTAAAAC 3 Schneider
cca 1080
rTufl 5" CCACCTTCACGAATAGAGAAC 3~ et al. (1997)
fTufAy |5 GCTAAAAGTAGAGCTTATGA 3”7 cca 950 Schneider
rTufAy |5 CGTTGTCACCTGGCATTACC 3” et al. (1997)
StolH10F1 | 5" AGGTTGTAAAATCTTTTATGT 3° cca 1850 Pacifico et al.
StolH10R1 | 5° GCGGATGGCTTTTCATTATTTGAC 3° (2009)
StolH10F2 | 5" TGTCACAGGGAAACAGACAG 3~ cca 1800 Pacifico et al.
StolH10R2 | 5" CACAAACATGATGATTATCAACGA 3~ (2009)
TYPHI10F | 5" AACGTTCATCAACAATCAGTC 3~ cca 1450 Fialovd et al.
TYPHI10R | 5" CACTTCTTTCAGGCAACTTC 3~ (2009)

useku

4.8 Gelova elektroforéza nested-PCR produktii neribozomalnich

Priibéh separace PCR produkti byl stejny jako v kapitole 4.5.

Pozitivni produkty PCR uvedené v Tab. 13 byly podrobeny RFLP analyze.

4.9 RFLP analyza neribozomalnich dseku DNA

Postup RFLP analyzy byl stejny jako v kapitole 4.6, pricemZ reakéni smés byla
pfipravena smichdnim polozek v Tab. 12 a jako restrikéni endonukledzy byl pouZzit

enzym Rsal pro vimp1 gen a enzym Hpall pro tuf gen.

Tab. 12: SloZeni reakcéni smési RFLP analyzy pro 1 reakci

Polozka Objem [ul]
Pufr 4
Voda 5,8
Restrikéni endonukledza* 0,2
Vzorek DNA 10
Celkovy objem reakce 20

* pro vimp1 gen = Rsal, pro tuf gen = Hpall
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Produkty RFLP analyzy byly opét separovany na horizontdlni gelové
elektroforéze pii pouZiti 2,5% Metaphoragarézy a TBE pufru. Jako pozitivni kontrola
byl pouZzit vzorek ¢islo 3564 — fytoplazma stolburu na révé vinné z lokality Pernd.

Presny postup gelové elektroforézy je popsan v kapitole 4.6.

Pristroje a chemikdlie pouZivané v experimentélni ¢asti bakalarské prace jsou uvedeny

v Priloze 1.
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5 Vysledky

Veskeré vysledky detekce fytoplazmy stolburu a jeji genetické typizace jsou
pfehledné uvedeny v Tab 13.

Z dvaceti vzorkiit DNA pfiznakovych rostlin byl zaznamendn pozitivni vysledek
nested-PCR reakce s univerzdlnimi primery F1/R0 a F2/R2 u 8 vzorki rostlin (Obr. 10).
Pozitivni PCR produkty o velikosti cca 1200 bp a pozitivni kontrola AP — fytoplazma
proliferace jabloné €. 3770 se stejnou velikosti PCR produktu, byly Sté€peny restrikénimi
endonukledzami Rsal a Msel (Obr. 11). Porovninim restrikénich spekter téchto
produktli s kontrolnimi spektry RFLP analyzy a F2/R2 restrik¢nimi profily (Lee et al.,
1998; Wei et al., 2007; Quaglino et al., 2009) byl potvrzen vyskyt fytoplazmy stolburu -
16SrXII, podskupiny A - u vSech pozitivnich rostlin. U pozitivni kontroly (AP) byl
potvrzen vyskyt fytoplazmy proliferace jablong. VSechny pozitivni vzorky byly
odebirany z kel v okrajovych ¢astech poli.

Pfi gelové elektroforéze nested-PCR produkti vmpl genu s primery
TYPHI10F/R jsme ziskali PCR produkty, vSechny o stejné velikosti cca 1450 bp, u ti{
rostlin (Obr. 12). Néslednd RFLP analyza amplifikovanych segmentii tohoto genu
pomoci Rsal a porovnani restrikénich spekter se spektry kontrolnich vzorkii ukazala u
nasich vzorkl variabilitu ziskanych restrikénich profili (Obr. 16). Vzorek 3607 poskytl
profil s bandy o velikosti cca 700 a 600 bp, zatimco vzorky 3621 a 3622 poskytly profil
s bandy o velikosti 600 a 450 bp. U pozitivni kontroly (vzorek 3564, fytoplazma
stolburu) byl identifikovan profil s bandy o velikosti 400, 250 a 120 bp. Pfi pouziti
primerd StolH10F2/R2 jsme ziskali PCR produkty (o velikosti cca 1850 bp) u stejnych
vzorkli (Obr. 13) a RFLP analyzou byly ziskdany opét dva odlisné restrikéni profily.
Vzorky 3621 a 3622 vykazovaly profil s velikostmi bandi cca 800, 450, 300 a 280 bp a
vzorek 3607 poskytl profil s bandy o velikosti cca 800, 300, 100 a 50 bp (Obr. 16).

V pfipadé rfuf genu byly zaznamendny pozitivni vysledky u celkem péti
vzorkl rostlin révy vinné — 3607, 3619, 3620, 3621 a 3622 (Obr. 14). U vsech téchto
vzorkd, o velikosti bandu cca 940 bp, byl RFLP analyzou s pouZzitim Hpall a naslednym
porovnanim restrikénich spekter se spektry kontrolnich vzorki zjistén stejny restrikéni
profil s bandy o velikosti 650 a 300 bp (Obr. 15). U pozitivni kontroly (vzorek 3564,

fytoplazma stolburu z révy vinné) byl identifikovan stejny profil.
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Tab. 13: Vysledky PCR reakci a RFLP analyzy u révy vinné

pofador| e | PCR | Gt | ek | RPP | g | ReLe
DNA (F2/R2)| Msel) | (vmpl gen) (tuf gen)

1 3604 :

2 3605 +sl nt ; ;

3 3606 i

4 3607 + | sToL + Profil IT* + Tuf -b

5 3608 i

6 3609 i

7 3610 i

8 3611 i

9 3612 i

10 3613 + | sToL i

1 3614 ]

12 3615 ]

13 3616 ]

14 3617 ]

15 3618 +sl nt i i

16 3619 + | sToL i + Tuf -b

17 3620 + | sToL i + Tuf -b

18 3621 + | sToL Profil I (VI*9 |  + Tuf -b

19 3622 + | sToL Profil 1 (V1) + Tuf -b

20 3623 i
K;7(713)P > + AP nt nt nt nt
;(S‘E%TOL’ + Profil IV + Tuf -b

Legenda: (+) — pozitivni reakce, (-) — negativni reakce, +sl — slaby PCR produkt, K+ - pozitivn{
kontrola reakce, AP — izolat fytoplazmy proliferace jabloné na Vinca rosea, nt — nebylo testovano,
stol — fytoplazma stolburu

* profil dle Fialova et al. (2009), ziskany nested-PCR s pouZitim primert TYPH10F/R

** profil dle Pacifico et al. (2009), ziskany nested-PCR s pouZitim primert StolH10F2/R2
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3604 3605 3606 3607 3608 3609 3610 3611 3612 3613 3614 3615 3616 3617
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M 3618 3619 3620 3621 3622 3623 K+ K- BL
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Obr. 10: Elektroforetogram PCR produkta R16F2/R2

Legenda: M — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas), 3604 aZ 3623 — vzorky
DNA révy vinné, K+ — pozitivni kontrola , K-— negativni kontrola (zdrava rostlina), BL — slepy vzorek
(blank)

3619 3620 3622 3621 M K+ 3607 3613 3619 3620 3621 3622

Obr. 11: Elektroforetogram RFLP analyzy pozitivnich PCR produkta F2/R2

Legenda: M — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas), 3607 az 3622 — vzorky
DNA révy vinné, K+ — pozitivni kontrola reakce
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M 3604 3607 3613 3618 3619 3620 3621 3622 K- BL

| __ B

Obr. 12: Elektroforetogram PCR produkti vmp1 genu (TYPH10F/R)

Obr. 13: Elektroforetogram PCR produkta vmp1 genu (StolH10F2/R2)

Legenda k Obr. 12 a 13: M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas),
3604 az 3622 — vzorky DNA révy vinné, K- — negativni kontrola reakce, BL — blank

M 3604 3607 3613 3618 3619 3620 3621 3622 K- BL

Obr. 14: Elektroforetogram PCR produktu genu tuf

Legenda: M — GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder , ready-to-use (Fermentas), 3604 a7 3622 — vzorky
DNA révy vinné, K- — negativni kontrola reakce, BL — blank
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500
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Obr. 15: Elektroforetogram RFLP analyzy PCR produkta genu fuf (Hpall)

Legenda: M - GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use (Fermentas), 3607 aZ 3622 — vzorky DNA
révy vinné, K+ — pozitivni kontrola reakce

M1 3607 3621 3622 3607 3621

-—— o ——
e -.
—

StolH10F2/R2, Rsal TYPH10F/R, Rsal

Obr. 16: Elektroforetogram RFLP analyzy PCR produkti vmp1 genu (Rsal)

Legenda: M1, M2 — GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, ready-to-use (Fermentas), 3607S az 36228
— vzorky DNA révy vinné (primery Stol10F2/R2), 3607T az 3622T — vzorky révy vinné (primery
TYPHI10F/R), K+ — pozitivni kontrola reakce (primery TYPH10F/R profil IV dle Fialova et al., 2009)
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6 Diskuze

DNA z rostlin révy vinné (¢ervené odridy — Modry Portugal a Zweigeltrebe),
které jevily ptiznaky typické pro fytoplazmu stolburu (Cervenani a svinutka listt, ztrata
lignifikace vyhont a scvrkavani bobuli), byla izolovana pfedevs$im z Zilnatiny, ze stopek
listd a pfipadné i ze stonkd rostlin. Jak uvadi Navratil et al. (2005), v téchto orgénech se
u napadenych rostlin fytoplazmy bézné vyskytuji.

Jednou z podminek ziskani PCR produktu je dostate¢né Cistd DNA. Za cCistou
DNA (bez kontaminace) se povaZuje ta, jejiz pomér hodnot absorbance (Aazso/A2s0)
méfené na spektrofotometru ¢i nanodropu, je v rozmezi od 1,7 do 2,0, tak jak uvadi
Navritil et al. (2009b). Po prvnim méfeni byly nase hodnoty nizko pod hranici 1,7, coz
poukazuje na moznost zneCiSténi proteiny nebo organickymi ldtkami. Pfi méfeni
koncentrace po pfeciSténi fenol:chloroformovou metodou se hodnoty vyrazné zvedly,
v mnoha pfipadech vSak nad hranici 2,0.

Kvili spravnému pribéhu PCR reakce a pro mozny vyskyt inhibi¢nich latek
v extrahované DNA je doporucoviano fedéni DNA izolované z ket révy vinné
rostoucich na poli (Boudon-Padieu et al., 2003b). V naSem piipadé byla do PCR reakce
brana DNA fedénd na koncentraci cca 50 ng/ul. I pfesto bylo pomoci nested-PCR
z celkem dvaceti odebranych pfiznakovych rostlin révy vinné prokdzdno pouze osm
pozitivnich vysledkli na pfitomnost fytoplazmy. RFLP analyzou Sesti z osmi PCR
produktii F2/R2 pomoci Rsal a Msel byla u vSech Sesti PCR produkti potvrzena
fytoplazma stolburu ze skupiny 16SrXII-A dle klasifikace uvadéné v Lee et al. (1998),
Wei et al. (2007) a Quaglino et al. (2009).
provadéné na vinicich v Ceské republice Cervenou er Nedekalovou (2007), Cervenou et
Mikulkovou (2008) a Fialovou et al. (2009), které vyskyt fytoplazmy stolburu
(16SrXII-A) na révé vinné rovnéz zjistily. Cervend er Mikulkova (2008) analyzou
pfiznakovych rostlin na osmnécti lokalitich detekovaly fytoplazmu stolburu ve 33
ptipadech ze 47 priznakovych rostlin, coz ¢ini asi 70% zachyt. Nase detekce fytoplazmy
stolburu v pfiznakovych kefich révy vinné byl vSak oproti tomu mnohem

men$i — pozitivni reakci poskytlo jen 40 % analyzovanych pfiznakovych rostlin.
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Pri¢inou nizkého zachytu fytoplazmy stolburu mizZe byt, kromé horsi kvality
vyizolované DNA, i pozdni odbér vzorki rostlin. Odbér byl proveden v druhé poloviné
zafi, tedy ke konci vegetacniho obdobi vinné révy, kdy v rostlinich mizZe dochazet
k syntéze latek, které mohou zptsobovat inhibici PCR-amplifikace fytoplazmové DNA.
Podobné zkuSenosti s nespolehlivou detekei fytoplazmy stolburu z pfiznakovych rostlin
révy vinné odebranych od poloviny z4ii maji i pracovnici Statni rostlinolékafské spravy
(SRS) (Gabriela Schlesingerovd, Ustni poddni). Na velkou koncentraci polyfenolickych
latek nebo polysacharidd, které mohou zainhibovat PCR reakci upozornuji ve své praci
1 Ge et Maixner (2003).

Pro nested-PCR byla vybrdna kombinace univerzdlnich primeri R16F1/R0
a R16F2/R2, kterda je uvedena jako jedna z doporucenych kombinaci pro detekci
fytoplazem (Lee et al., 1995). K ndsledné genetické typizaci fytoplazmy stolburu
pomoci neribozomdlnich gent fuf a vimp1 byly brany jen ty vzorky rostlin, u kterych byl
prokdzéan vyskyt fytoplazmy stolburu.

Analyza tuf genu izolati fytoplazmy stolburu ziskaného pomoci nested-PCR
s primery fTufl/rfTufl a fTufAy/rfTufAy a naslednou RFLP s Hpall péti rostlin révy
vinné neprokdzala genetickou variabilitu v tomto genu. VSech 5 vzorkil poskytlo stejné
restrikéni profily, které odpovidaji typu Tuf-b (Langer et Maixner, 2004; Fialova et al.,
2009). Langer et Maixner (2004) ve své praci zjistili vyskyt dvou restrikénich typd, a to
Tuf-a a Tuf-b, které se lis{ svou specifitou k rezervoarové rostlin€. Typ Tuf-a je uvaddén
ve spojitosti s kopfivou, zatimco Tuf-b souvisi s druhou rezervodrovou rostlinou-
svlaccem. Souvislost mezi jednotlivymi tuf typy a konkrétni rezervoarovou rostlinou
potvrdili i ve své praci Maixner et al. (2009), kde typ Tuf-b byl nalezen pouze u
kopfivy, zatimco typ Tuf-b byl zjistén jen u izolatl ze svlacce.

Typ Tuf-b je vSeobecné vice rozsiteny, coz dokazuji 1 prace Riolo et al. (2007),
Pasquini et al. (2007), Filippin et al. (2009), Radonjic et al. (2009) nebo Quaglino et al.
(2009). Fialova et al. (2009), kterd se jako prvni ve své prici zabyvala genetickou
variabilitou fytoplazmy stolburu na jizni Moravé v Ceské republice, zjistila rovndz
vyskyt pouze restrikéniho profilu Tuf-b, a to a to jak na révé vinné, tak i na jinych
stolburovych rostlindch, pfedev§im na bramboru, paprice, rajceti, celeru, durmanu a
rovnéz ve svlacci, ale také - na rozdil od ostatnich autort - i v kopfive. Souvislost mezi

jednotlivymi izolaty a rezervoarovou rostlinou tak v tomto piipadé nebyla zjiSt€na.
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V ramci Ceské republiky byl Tuf-b potvrzen i na stolburovém jeteli (Trifolium pratense)
nalezeném na severni Moravé (Franova et al., 2009).

Amplifikaci vmpl genu nested-PCR s primery StolHIOF/StolHIOR a
TYPHIOF/TYPHIOR a RFLP analyzou pomoci enzymu Rsal byly ziskdny pozitivni
vysledky pouze u 3 priznakovych ket révy vinné, avSak se dvéma rozdilnymi
restrikénimi profily. U dvou vzorkil byl zjistén profil odpovidajici profilu I (zjist€éném
Fialovou et al., 2009), u tfettho vzorku byl zjiStén profil I uvadény v téze praci. Fialova
et al. (2009) analyzou vmpl genu s pouzitim stejnych primerti na souboru rostlin
riznych rodu vSak zjistila pfitomnost celkem péti restrikénich profildi, pficemz v révé
vinné byl zjiStén pouze jediny, zcela odliSny profil nez v naSem piipadé, a to profil IV.

Pacifico et al. (2009) oproti tomu uvadéji 12 restrikénich profilt vimp1 genu, coz
poukazuje jeSt€ na mnohem vétsi variabilitu tohoto genu. Analyza byla provadéna na
révé vinné, svlacci i kopfive, pficemz zastoupeni jednotlivych profilii se lisilo jak
v zévislosti na hostitelské rostliné, tak 1 na geografické poloze. Abychom mohli
porovnat nasSe profily vmpl genu 1 s profily, které uvadéji ve své praci Pacifico et al.
(2009), provedli jsme nested-PCR 1 s primery StolHI0OF2/R2, pouzivané v této studii,
které detekuji usek vmpl genu o cca 300 bp delsi neZ je tomu u primert TYPH10F/R.
Srovnanim ziskanych profilli jsme zjistili, Ze profil I dle Fialova et al. (2009) odpovida
profilu V1, jez uvadi Pacifico et al. (2009). Oproti tomu profil Il ze vzorku nasi révy
vinné neodpovida zaddnému ze dvandcti uvedenych profild. Fialova et al. (2009) profil 11
nalezla v opletniku, paprice, celeru, pchaci 1 rajéeti, avSak pro révu vinnou je tento
profil zcela novym.

Z prostorového usporddani analyzovanych ket révy vinné (viz. Tab. 6) vyplyva,
ze profily I a II se vyskytuji u rostli révy rostouci na vinici v té€sné blizkosti, zatimco
dalsi profil II byl nalezen na opacné strané vinice. Tato skute¢nost dokazuje, Ze k Sifeni
onemocnéni BN dochdzi zrostliny na rostlinu, pficemz kazdd rostlina miZe byt
infikovéna rozdilnym typem fytoplazmy stolburu.

Nase vysledky rovnéz potvrdily vétsi variabilitu vmpl genu oproti genu fuf, kdy
jednomu typu Tuf-b odpovidaji dva restrikéni profily vimpl genu. Rozdilnou variabilitu
téchto dvou gent rovnéz zjistili i Cimerman et al. (2009), Pacifico et al. (2009) a

Fialova et al. (2009).
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Vysledky, které jsme ziskali analyzou genu tuf a vmpl genu sice odhalily
variabilitu mezi izolaty fytoplazmy stolburu, avSak ke zji§téni a moZnému porovnéni
vice profild je tfeba pouZzit vétsi mnoZstvi vzorki. Pfitomnost tif riznych restrik¢nich
profilit vimp 1 genu z izolath fytoplazmy stolburu na révé vinné v oblasti jizni Moravy
vSak dokazuje, Ze genetickd variabilita fytoplazmy stolburu mezi izolédty se vyskytuje i
na naSem tzemi.

I pres nizky zachyt fytoplazmy stolburu na pfiznakovych kefich révy vinné se

podafilo objevit novy, dosud neuvadény profil vimpl genu na révé vinné.
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7 Zavér

V druhé poloviné mésice zaii vroce 2009 byla provedena analyza dvaceti
pfiznakovych rostlin révy vinné (Vitis vinifera L.) z vinice v lokalit€ katastru obce Dolni
Kounice na jizni Moravé (Ceskd republika). Pro detekci a identifikaci fytoplazmy
stolburu byla provedena nested-PCR s universdlnimi primery R16F1/RO a R16F2/R2
a RFLP analyza restrikénimi enzymy Rsal a Msel. Fytoplazma stolburu (“Candidatus
Phytoplasma solani”, 16SrXII-A) byla potvrzena u osmi rostlin s pfiznaky onemocnéni
Bois noir jako je Cervendni a svinovani listil a scvrkavani bobuli.

Genetickou typizaci vmpl genu (primery StolHIOF1/R1, StolH10F2/R2 a
TYPHI10F/R a néslednd RFLP analyza s pouzitim enzymu Rsal) byly zjiStény dva
odli$né restrikéni profily u tff rostlin, pficemz jeden z profili nebyl na révé vinné dosud
zjistén.

Analyzou tuf genu s primery Tuflf/r a TufAyf/r a restrikéniho enzymu Hpall byl

u péti rostlin pfiznakovych ket ziskdn homogenni restrik¢nich profil, a to Tuf-b.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AP

BN

bp
DNA
dNTP
ELISA
FD
IRPCM
kb

LN
PCR
PGY
PMUs
RFLP

STOL
TAE

TBE

VK

16S rRNA
16S rDNA

apple proliferation phytoplasma (fytoplazma proliferace jablon¢)
Bois noir

base pairs (pary bazi)

deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleové kyselina)
deoxynucleosid triphosphate (deoxynukleozidtrifosfat)

enzyme linked Immunosorbent Assay (imunoenzymatickd metoda)

Flavescence dorée

International Research Programme on Comparative Mycopatholology

kilobase (kilobaze)

Legno nero

polymerase chain reaction (polymerdzova retézova reakce)
Palatinate grapevine yellows

potential mobile units (potencidlni mobilni jednotky)
restriction fragment length polymorphism (délkovy polymorfizmus
restrikénich fragmenti)

stolbur phytoplasma (fytoplazma stolburu)

Tris acetate EDTA buffer (Tris-acetitovy EDTA pufr)
Tris borate EDTA buffer (Tris-boratovy-EDTA pufr)
Vergilbungskrankheit

ribozomélni RNA se sedimentacnim koeficientem 16S

ribozomalni DNA se sedimentacnim koeficientem 16S
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10 Prilohy



Priloha 1

Vybaveni laboratofe:

1.
2.
3.

Termocyklér T-Personal, Biometra
Laminarni box PV-100, TELSTAR
Horizontélni elektroforéza Biometra + zdroj stejnosmérného proudu Power Pack P 25,

Biometra

. UV transluminétor G Box + dokumentac¢ni systém Syngene, Herolab
. Mikrovlnna trouba

4
5
6.
7
8
9

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

. Mini-centrifuga, National Labnet Co. Ltd
. Termoblok DRI-BLOCK DB-20, Techne
. Nanodrop 1000, Thermo scientific

10. Chlazena odstfedivka K 23D, MLW
11. Vodni lazen SUB, Grant

v

12. Vyrobnik ledové tfiSt€ F100 Compact, Icematic

Chemikalie a pouZzité roztoky:

1.

A O i

Agarose SERVA for DNA electrophoresis, Cat. no. 11404, SERVA
Methaphoragarose Cat. no. 50180, Lonza

Gel Red™ (Nucleic Acid Gel Stain, Biotium)

Taq DNA Polymerase, Cat. no. M1665, Promega

dTTP, dGTP, dATP, dCTP, Cat. no. U1231, U1211, U1201, U1221, Promega
Syntetizované primery: R16R1, RI16F0, R16R2, R16F2, StolH10F1, StolH10R1,
StolH10F2, StolH10R2, fTufl, rTufl, TYPHIOF, TYPHIOR, fTufAy, rTufAy,
Generi-Biotech

Vzorkovaci roztok (0,1% Bromphenol Blue v 30 % glycerin/ H,O, Cat. no. G190A)
Promega

Standard molekulové véhy: GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, ready-to-use;
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus, ready-to-use, Fermentas

TAE pufr (1x pracovni roztok: 40 mM Tris—acetat, 2 mM EDTA;

50x zdsobni roztok: 242 g Tris base, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 37,2 g
Na,EDTA, 2H,0, pH 8,5 doplnit H;O do 1000 ml)



10.

11

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Restrikéni endonukledzy: Rsa I, Cat. no. R637A, Promega; Mse I, Cat. no. R05255S,
BioLabs; Hpall, Cat. no. ER0O511, Fermentas

. Minerdlni olej (Minerail oil, Cat. no. M5904), SIGMA
12.

TBE pufr (1x pracovni roztok: 89 mM Tris base, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA; 10x
zasobni roztok: 108 g Tris base, 55 g boric acid, 40 ml 0,5 M EDTA; pH 8,0; doplnit
H,0O do 1000 ml)

96% etanol (denaturovany 2% benzinem), 70% etanol
2-merkaptoetanol (78,3 M), SERVA

Treci pufr Delaporta (1x pracovni roztok: 125 mM K,HPO, / KH,PO,, 30 mM
kyselina askorbovd, 10 % sacharéza, 0,15 % BSA, 2 % PVP 10 (MW cca 10 000); pH
7,6)

Treci pufr pripravime bezprostiedné pred pouZitim pridanim 50 ml demineralizované
vody a 0,53 g kyseliny askorbové k 50 ml zdsobniho roztoku treciho pufru (2x), pH
upravime na 7,6 pomoci 3M NaOH.

DNA-extrakéni pufr

(2,5%) CTAB 125¢g
(1,4 M) NaCl 409 ¢

(20 mM) Na,EDTA 372 ¢
(100 mM) Tris-HC1 6,06 g Tris
(1%) PVP 44000 S5¢g

Tésné pred pouZitim pridat 0,2 % 2-merkaptoetanolu — tj. na 20 ml DNA-extrakcniho

pufru pridat 40 ul 2-merkaptoetanolu.

Chloroform/isoamylalkohol (24:1) - 240 ml chloroform, 10 ml isoamylalkohol

TE-pufr
(10 mM) TRIS 0,606 g
(1 mM) Na,EDTA 0,186 g

Pridat demineralizovanou vodu (vodivost cca 0,1 uS/cm, atokldavovand) do celkového

objemu roztoku 500 ml a pH upravit na 8,0 pomoci konc. HCI.



Priloha 2:

Podminky PCR reakce s pouzitim primerut R16F1/R0 a R16F2/R2 (Lee et al., 1993):

Predenaturace 94 °C, 2 min

1. Denaturace 95 °C, 1 min

2. Annealing 50 °C, 2 min 35 cykli
3. Extension 72 °C, 3 min

Elongace 72 °C, 10 min

Priloha 3:

Podminky direkt-PCR vmpl genu s primery StolH10F1/R1 a StolH10F2/R2 (Pacifico et al.,
2009):

Predenaturace 94 °C, 4 min

1. Denaturace 94 °C, 30 s

2. Annealing 52°C,30s 35 cykli

3. Extension 72 °C, 2 min

Elongace 72 °C, 10 min

Podminky direkt-PCR genu tuf's primery fTufl/rTufl (Schneider et al., 1997):

Predenaturace 95°C, 1 min30s

1. Denaturace 95 °C, 30 s

2. Annealing 45°C, 30 s 35 cykla
3. Extension 72 °C, 1 min

Elongace 72 °C, 10 min



Priloha 4:

Podminky nested-PCR vinp1 genu s primery TYPH10F/TYPH10R (Fialova et al., 2009):

Predenaturace 94 °C, 4 min

1. Denaturace 94 °C, 30 s

2. Annealing 55°C,30s 35 cykli
3. Extension 72 °C, 90 s

Elongace 72 °C, 10 min

Podminky nested-PCR genu tuf's primery fTufAy/rTufAy (Schneider et al., 1997):

Predenaturace 95°C, 1 min 30 s

1. Denaturace 95 °C, 30 s

2. Annealing 55°C,30s 35 cykla
3. Extension 72 °C, 1 min

Elongace 72 °C, 10 min



