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Shrnuti

Fytoplazmy jsou nehelikalni prokaryotické organizmy, které postradaji
bunécnou sténu. Jsou to intracelularni parazité rostlin, vyskytujici se v lyku a patfi
mezi ekonomicky vyznamné patogeny, ktefi zpusobuji stovky nemoci rostlin.
Pomoci analyzy 16S rRNA genu byly jednotlivé fytoplazmy roztfidény do nékolika
skupin. Fytoplazmy je mozné detekovat pomoci pfimé nebo nested PCR na 16-3S
rDNA, ale také pomoci imunoenzymatické metody DAS-ELISA.

Cilem této prace bylo urcit fytoplazmy, u kterych je hmyzi vektor
Anaceratagallia ribauti hostitelem, ktery byl odchycen na tfech lokalitach jizni
Moravy: Pernd, Bfezi a Lednice v letech 2010, 2011 a 2012.

Pro molekularni detekci a identifikaci fytoplazem byly pouzity primery P1/P7
a R16F2/R16R2, restrikCni endonukleazy Msel a Rsal. Bylo zjiSténo, Zze hmyzi
vektor Anaceratagallia ribauti je hostitelem Candidatus Phytoplasma asteris

a Candidatus Phytoplasma solani.



Summary

Phytoplasmas are non-helical cell-wall-less prokaryotic organisms. They are
internal pathogens of plants that occur in phloem and belong to significant
economical pathogens that cause hundreds of plant diseases. Due to analysis
of 165 rRNA gene each phytoplasmas were sorted into several groups.
Phytoplasmas can be detected by direct or nested PCR on 16-3S rDNA and also
thanks to DAS-ELISA.

The aim of the thesis was to determine which phytoplasmas occur in insect
vector Anaceratagallia ribauti that was captured in three localities from south
Moravia Perna, Bfezi and Lednice in years 2010, 2011 and 2012.

Primers P1/P7 and R16F2/R16R2, restriction endonucleases Msel and
Rsal were used for molecular idetification and detection of phytoplasmas. It was
found out that insect vector Anaceratagallia ribauti is host of Candidatus

Phytoplasma asteris and Candidatus Phytoplasma solani.
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1 Cil prace

Cilem této bakalafské prace bylo vypracovat literarni reSerSi na téma
,Molekularni identifikace fytoplazmy stolburu v hmyzim vektoru: Anaceratagallia
ribauti”.

V experimentalni c¢asti bakalarské prace byla provedena detekce
a identifikace fytoplazem v hmyzim vektoru Anaceratagallia ribauti pomoci nested
PCR a RFLP analyzy.



2 Uvod

Tato prace se zabyva detekci a vyskytem fytoplazem v hmyzim vektoru
Anaceratagallia ribauti pomoci dostupnych laboratornich metod.

Fytoplazmy jsou prokaryotické organizmy, které postradaji bunécnou sténu
a maji specifické zivotni naroky. Poprvé byly pozorovany v sitkovicich aster
v 60. letech 20. stoleti. Fytoplazmy napadaji sitkovice rostlin, ale vyskytuji
se i v merach (Psyllidae), kfisech (Auchenorrhycha) a plosticich (Miridae), které je
pfenaseji na rostliny nebo jsou jen hostiteli. Fytoplazmy jsou plvodcem stovek
nemoci rostlin a nej¢astéjSimi projevy téchto infekci je chloréza a deformace listd,
proliferace Ci zakrsly rdst. Studium chorob vyvolanych fytoplazmami je velmi
dulezité z divodu jejich vyskytu na mnoha ekonomicky vyznamnych plodinach
(napf. bramboru, rajCeti, mrkvi, celeru, cibuli a révé vinné) a snizovani kvality
I mnozZstvi urody.

V této bakalarské praci byla provedena molekularni detekce fytoplazem
pomoci nested PCR a nasledné byla provedena RFLP analyza. V experimentalni
Casti byla provedena molekularni detekce fytoplazem pomoci nested PCR a

nasledné byla provedena RFLP analyza.



3 Literarni prehled
3.1 Obecna charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou ziejmé pfibuzné s grampozitivnimi bakteriemi, Clostridiu
podobnému zastupci rodu Lactobaccilus. Fytoplazmy jsou obligatni intracelularni
parazité a zpUsobuji stovky nemoci rostlin po celém svété (Wei et al., 2007).

Fytoplazmy jsou kulovité, ovalné Ci protahlé buriky, které jsou obaleny
plazmatickou membranou. Uvnitf cytoplazmy muizZeme pozorovat ribozomy
a vlakna DNA. Velikost fytoplazem je zavisla na jejich tvaru a mohou dosahovat
200 az 800 nm. Fytoplazmy kulovitého tvaru jsou nejmensi a naopak protahlého
tvaru jsou nejvétsi. Vzhledem Kk Zivotnim narokim fytoplazem nemohou byt
kultivovany in vitro. Fytoplazmy jsou pFfenaseny hmyzimi vektory: merami
(Psyllidae), kfisy (Auchenorrhycha) a plosticemi (Miridae). Druha mozna cesta
pfenosu je vegetativné pomoci roubd, ocek a hliz. TFeti mozny zplsob pfenosu je
prostfednictvim parazitickych rostlin, jakou je napfiklad kokotice (Cuscuta).
Fytoplazmy jsou puvodcem mnoha vyznamnych chorob zemédélskych plodin
napf. stolbur bramboru, stolbur papriky, stolbur rajCete, proliferace jabloné,

chfadnuti hrusné nebo evropska Zloutenka peckovin (Navratil et al., 2008).

3.2 Objev fytoplazem

Fytoplazmy byly objeveny v roce 1967. V tomto roce byly vydany publikace
0 mykoplazmach nebo mykoplazmam podobnych organizmech. Tyto organizmy
byly poprvé pozorovany v lyku aster (Doi et al.,, 1967). Shitaka et al. (1969)
provedli stovky fezu listy v riznych stadiich nemoci — kdyz byly na listech svétlé
prouzky nebo kdyz byly celé listy svétlé. Bohuzel zadné uniformni ¢astice, které
mohly byt povazovany za virus, nebyly nalezeny ani v cévnich svazcich,
ani v parenchymatickych bunkach. Diky elektronové mikroskopii byly objeveny
velké mikroorganizmy, které se nachazely v sitkovicich. Tyto mikroorganizmy se
vyskytovaly jen v sitkovicich nemocnych listi a nikdy v sitkovicich zdravych listu.
Velikost i tvar téchto mikroorganizmu byly variabilni (Shitaka et al., 1969). Dale
bylo zjisténo, Ze tyto organizmy nemaiji bunéénou sténu, ale dvojitou membranu.
Uvnitf téchto mikroorganizmd byly pozorovany ribozomalni granula, centralni

vakuola a siti podobny nuklearni utvar (Doi et al., 1967).
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PfestoZze byly tyto mikroorganizmy nalezeny v listech vykazujicich
symptomy nemoci, nebylo zcela jisté, zda zpUsobuji nemoc. Proto byl zkouman
efekt antibiotik na infikované rostliny. Bylo zjis§téno, Ze antibiotika maji na rostliny
pozitivni efekt. Pfi testech bylo pouzivano antibiotikum tetramycin, které
se pouziva pfi léEb&é nemoci zplsobenych grampozitivnimi bakteriemi. Je-li
rostlina napadena, antibiotika nemoc potlaci, ale nevyléCi ji. Pokud se antibiotiky
oSetfi semena, potom je rostlina, ktera z nich vyroste, zdrava (Shitaka et al.,
1969). Nicméné tento zavér byl pravdépodobné nespravny. Davodem proc¢ z takto
oSetfenych semen vyrostou zdravé rostliny, je skuteCnost, Zze fytoplazmy se
vyskytuji jen v sitkovicich rostlin. Sitkovice rostlin a semena nejsou spolu pfimo
spojena, a proto prenos fytoplazem touto cestou neni mozny (Christensen et al.,
2005).

3.3 Klasifikace fytoplazem metodami molekularni biologie

Pfestoze jsou fytoplazmy spojovany s vice jak stovkou onemocnéni rostlin,
nikdo dosud nezvefejnil moznost kultivace in vitro. Do osmdesatych let byla
klasifikace fytoplazem zalozena na jejich biologickych vlastnostech, jako jsou
specificita k rostlinnému a hmyzimu hostiteli a také na symptomech, kterymi se
vyznacovaly napadené rostliny. UrCeni téchto vlastnosti trvalo velmi dlouho
a pfesto nebylo jednozna¢né. V 90. letech 20. stoleti nastal prevrat diky
molekularnim metodam, které se zacaly vyuzivat ke klasifikaci. ZaCaly se pouZivat
proby a monoklonalni protilatky. Tyto metody umoznily klasifikovat fytoplazmy
na zakladé DNA-DNA homologie a sérologickych dat. Senzitivita téchto metod
k urCeni fytoplazem vyskytujicich se vlyku vSak nebyla dostacujici vzhledem
k jejich nizké koncentraci. Diky objevu PCR a specifickych primert, které byly
navrzeny na zakladé klonovanych DNA fytoplazem, se znacné zvysSila citlivost
jejich detekce. K fylogenetickym analyzam byl vyuzivan usek 16S rRNA a geny
pro ribozomalni protein. Tyto analyzy odhalily, ze fytoplazmy tvofi velky
monofyleticky shluk uvnitf tfidy Mollicutes.

PCR s vyuzitim univerzalnich primerd odvozenych od konzervativniho
useku 16S rRNA nebo primer( specifickych pro fytoplazmy poprvé poskytly
citivou metodu na urCovani fytoplazem zlyka napadenych rostlin. Diky pfimé
analyze sekvence nebo RFLP analyze amplifikované 16S rRNA pomoci PCR

se detekované fytoplazmy odliSily a mohly byt pfesnéji klasifikovany. Klasifikace
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na zakladé RFLP poskytla jednoduchou a rychlou metodu, kterou bylo mozno
vyuzit k rozliseni a urCeni velkého poctu fytoplazem v relativné kratkém cCase.
Nicméné v nékterych pfipadech dochazelo k tomu, Ze skupiny fytoplazem
klasifikovanych na zakladé RFLP analyzy s pouZzitim malého poctu restrik€nich
enzymu se neshodovaly se skupinami vytvofenymi na zakladé fylogenetické
analyzy 16S rRNA genové sekvence.

Na zakladé RFLP analyzy amplifikovanych 16S rRNA pomoci PCR
za pouziti 15 restrikénich enzymu byla navrzena klasifikace fytoplazem do deviti
skupin. Jednotlivé skupiny vznikly na zakladé podobnosti v DNA-DNA homologii
a serologickych dat. Podskupiny uvniti kazdé skupiny byly vytvofeny na zakladé
rozdilnosti restrik&nich mist identifikovanych na zakladé RFLP analyzy 16S rRNA.
Predbézné bylo vytvofeno 14 podskupin. Klasifikacni schéma se posléze rozrostlo
0 jednu skupinu a Sest podskupin. Pro lepsi rozliSeni podskupin byla navrzena
kombinace RFLP analyzy 16S rRNA a ribozomalni proteinové genové sekvence
(Lee et al., 1998).

Dodnes je vyuzivana klasifikace, kterou navrhli Lee et al. (1998). Tento
Siroce uznavany klasifikacni systém rozliSuje 18 skupin a 40 podskupin.
V poslednich letech byl objeven velky pocet rozmanitych fytoplazem. Tyto objevy
vedly k nazoru, Ze pocCet 16S rRNA RFLP skupin a podskupin se vyrazné zvysi.
AvSak pokusy o aktualizaci klasifikace na zakladé klasické RFLP selhaly.
Technicky pokrok umoznil aktualizovat systém klasifikace fytoplazem diky DNA
sekvencim. Data ziskana touto metodou se pomoci bioinformacnich pfistupt dala
vyuzit k simulaci restrikcni analyzy in silico. Na zakladé téchto dat bylo vytvoreno
10 novych skupin (Wei et al., 2007).

3.4 Candidatus Phytoplasma solani — fytoplazma stolburu

Fytoplazmy patfici do skupiny 16SrXIl maji mnoho rostlinnych hostitell
a jsou prfenaseny hmyzimi vektory zrodu Cixidae. Skupina 16SrXIl je tvofena
‘Candidatus Phytoplasma australiense’, ‘Candidatus Phytoplasma japonicum’
a ‘Candidatus Phytoplasma fragariae’. Skupina fytoplazem 16SrXIl je spojovana
se stolburem bylin a stromd, ale i chorobou Bois noir u révy vinné. Fytoplazmy
zpusobuijici tato onemocnéni byly zafazeny do ‘Candidatus Phytoplasma solani’.
Tento druh byl vytvoFen, protoze tyto fytoplazmy vykazuji méné nez 97,5% shody

s rDNA vySe zminénych druhd. Tento druh mdze byt od ostatnich druh( odliSen
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diky sekvencim genu tuf, secY, rplV-rpsC. Celkem bylo identifikovano 52 SNP, jen
v genu rplV-rpsC bylo identifikovano 31 SNP. ‘Candidatus Phytoplasma solani’ je
v Evropé spojovana s Bois noir révy vinné (Quaglino et al., 2008), stolburem
rajcat, stolburem papriky (Navratil et al., 2009). Bois noir byla detekovana v mnoha
zemich napf. ve Francii, Chorvatsku, Recku, lzraeli, Italii, Slovinsku, Spanélsku
(Battle et al., 2000), Madarsku (Dér et al., 2007), Bosné a Hercegoviné (Deli¢
et al., 2007). Vektory fytoplazem stolburu jsou Hyalestes obsolentus Signoret
(Carraro et al., 2008), Pentastrius beieri Wagner (Gatineau et al., 2000), Reptalus
panzeri (Cvrkovic et al., 2014), Anaceratagallia ribauti (Riedle-Bauer et al., 2008),
potencialnimi vektory fytoplazmy stolburu jsou Reptalus quinquecostatus
a Dictyophara europia (Cvrkovi¢ et al.,, 2011), viz kapitoly 3. 6. 3 a 3. 6. 6.
U fytoplazmy stolburu, ktera se vyskytovala v Ceské republice, byly analyzovany
geny tuf, secY a vmp1. Na zakladé této analyzy bylo zjisténo, Ze restrikéni profil
ziskany za pouziti restrikéni endonukleazy Hpall odpovida profilu tuf-b (VK 1I).
Nékolik izolati ze skupiny stolburu bylo od sebe odliSeno pomoci analyzy
sekvence genu tuf. Dosud byly popsany 3 typy puvodce Bois noir — VK |, VK Il
a VK lll. VSechny tfi typy byly nalezeny ve Vitis vinifera a Hyalestes obsolentus.
VK | byl identifikovan v Urtica dioica, VK II byl nalezen v Convolvulus arvensis

a VK Il byl identifikovan v Calystegia sepium (Riedle-Bauer et al., 2008).

3.5 Candidatus Phytoplasma asteris — fytoplazma zloutenky aster
Fytoplazmy patfici do skupiny zloutenky aster (16Srl) jsou pocetné a jsou
rozSifeny po celém svété. Fytoplazmy patfici do této skupiny vykazujici vice jak
97% podobnost v jejich 16S rDNA sekvencich. Pomoci RFLP analyzy 16S rDNA
a genu tuf bylo vytvofeno 10 podskupin. Zastupci patfici do skupin 16Srl-A,
16SrI-B a 16SrI-C jsou rozSifeni po celém svété, jsou spojovani svice jak 80
druhy rostlin a mohou byt pfenaseni vice jak 30 druhy hmyzich vektoru.
a 16SrlI-M jsou rozSifeny vyhradné v Evropé. Ostatni podskupiny 16Srl jsou
spojovany s uzkou skalou rostlinnych a hmyzich hostitell, z tohoto divodu nemoci
vyvolané témito fytoplazmami jsou obvykle omezené jen na urlitd geograficka
uzemi (Lee et al., 2004). Fytoplazmy Zloutenky aster infikuji celer, salat (Hoy et al.,
1999), mrkev (Duduk et al., 2008) a révu vinnou (Palermo et al., 2004). Vektory

fytoplazem zloutenky aster jsou Macrosteles quasdrilineatus Forbes (Frost et al.,
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2011), Macrosteles fasciformis (Lee et al., 1998), Mgenia fuscovaria (Kruger et al.,
2011) viz 3. 6. 4. V Ceské republice se vyskytuji fytoplazmy Zloutenky aster patfici
do skupiny 16Srl-B (Bertaccini et al., 1999).

3.6 Hmyzi vektory
3.6.1 Obecna charakteristika hmyzich vektort

Je velice dulezité objasnit vztahy mezi fytopatologickymi Mollicutes s jejich
hmyzimi ale i rostlinnymi hostiteli. Nemoci zpusobené fytoplazmami by mohly byt
kontrolovany skrze hmyzi vektory nebo eliminaci infikovanych rostlin pomoci
kultivace rostlin z meristémového vrcholu (Bertaccini et al., 2009). K tomu, aby
fytoplazmy infikovaly rostlinu, potfebuji hmyzi vektor; mery (Psyllidae) nebo kfisy
(Auchenorrhycha); ktery saje floémovou tekutinu ze sitkovic. Obvykle plati,
Ze jedna fytoplazma je pfenasena jednim hmyzim vektorem (Garnier et al., 2001).
Fytoplazmy Zloutenky aster maji specifické hmyzi vektory, ale nékteré hmyzi
vektory mohou prenaset jak podskupinu 16Srl-A tak i 16Srl-B. Z tohoto divodu
je velmi komplikované objasnit vztahy mezi hmyzim vektorem, fytoplazmou

a rostlinou (Lee et al., 2003).

3.6.2 Zivotni cyklus fytoplazem a interakce s hmyzim vektorem

Fytoplazmy se mohou mnozit jednak v hmyzim vektoru, ale i v rostliné.
Vztahy mezi hmyzim vektorem a fytoplazmou jsou komplexni. Fytoplazmy jsou
intracelularni parazité a jsou prenosné do rostlin tehdy, pokud je jejich akumulace
ve slinnych Zlazach hmyziho vektoru dostate¢né vysoka (Webb et al., 1999).
Zivotni cyklus fytoplazem v hmyzim vektoru je nasledujici. Fytoplazmy z rostliny
infikuji hmyziho jedince béhem jeho sani floémové tekutiny rostliny (Kawakita
et al., 2000). Poté se fytoplazmy dostavaji do stfeva, hemolymfy a malpigickych
trubic. Obdobi latence, kdy dochazi k mnozeni fytoplazem uvnitf téla hostitele,
pfedchazi dobé, kdy je hmyzi vektor schopny pfenaset fytoplazmu. BEhem latentni
faze fytoplazma penetruje epitelialni buriky stfeva a zde se replikuje. Poté
fytoplazmy penetruji bazalni membranu a vstupuji do hemocelu hmyziho jedince.
Fytoplazmy se dale replikuji v hemolymfé. Hmyzi jedinec se stava infekénim,
pokud fytoplazmy penetruji membranu slinnych Zlaz. Ve slinnych Zlazach se dale
mnozi. Pokud by fytoplazmy nebyly schopné vniknout do slinnych zlaz, hmyzi

jedinec by je pak nebyl schopen pfenést na zdravou rostlinu. Fytoplazmy se v ném
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musi namnozit tak, aby béhem krmeni hmyziho jedince na rostliné tuto rostlinu
infikovaly (Webb et al., 1999). Pfedpoklada se, Ze vertikalni pfenos fytoplazem
do dalSi generace hmyzich jedincud neni mozny, jelikoz fytoplazmy neinfikuji
genitalie. Fytoplazmy Zloutenky aster byly zfidka identifikovany v ovariich
Macrosteles fasciformis, ale ve varlatech se je nepodafilo identifikovat (Kawakita
et al., 2000). Nicméné u jedincu druhu Matsumuratettix hiroglyphicus byly
fytoplazmy detekovany jak ve vajiCkach, tak i v nymfach. Na zakladé téchto
zZjisténi Ize uvazovat o tom, Ze rezervoarem fytoplazem nejsou jen rostliny, ale
i hmyzi jedinci (Hanboonsong et al., 2002).

Vztah mezi patogenem a jeho vektorem muze byt pro vektor vyhodny ale
i nevyhodny. Pfi hodnoceni tohoto vztahu se bere v uvahu preziti a plodnost
hmyzich vektorl. Pfedpoklada se, Ze vztah mezi patogenem a jeho hmyzim
vektorem se vyviji, patogen se postupné stava méné patogenni pro svlj hmyzi
vektor. V nékterych pfipadech se muize stat, ze fytoplazma snizuje plodnost
a dobu zZivota u svého hmyziho vektoru. Tento jev byl pozorovan u fytoplazmy
Flavescence Doré a Scaphoideus titanus (Bressan et al., 2004). V jinych
pfipadech, pokud je hmyzi vektor dobfe adaptovany na fytoplazmy, muze z jejich
pritomnosti mit prospéch jako je napf. prodluzovani Zivota a zvySovani plodnosti.
Takovym pfikladem muize byt vztah mezi Macrosteles quadrilineatus a
fytoplazmou Zloutenky aster (Beanland et al., 2000). VSeobecné tedy muzeme
pfedpokladat, ze fytoplazmy jsou virulentnéjsi k organizmim, které nejsou jejich

prirozenymi vektory (Elliot et al., 2003).

3.6.3 Hmyazi vektory fytoplazmy stolburu

Fytoplazmy jsou floémem limitovani patogeni rostlin - kulturné péstovanych
plodin jako jsou zelenina, ovoce a dfeviny, ale i volné rostoucich rostlin. Nemoci,
které zpusobuji fytoplazmy, jsou hodnoceny obvykle jako endemické. Jsou-li
vyhodné podminky, pocet nakazenych rostlin velmi rychle narista. Pro fytoplazmy
je zasadni pfitomnost vhodné hostitelské rostliny, ale i vektoru (Carraro et al.,
2008). Rad Hemiptera je velky a rGiznorody, jedinci se vyskytuji po celém svéts.
Jedinci tohoto Fadu sdileji nékteré charakteristiky — jsou hemimetabolomni, nymfy
a dospélci se zivi podobné. Z tohoto duvodu i nymfy mohou pfenaset fytoplazmy,
jejich stravovani je specifické a selektivni, jelikoz si vybiraji jen urcita rostlinna
pletiva (Wilson et al., 2007).
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Fytoplazma stolburu se vyskytuje témeérF po celém svété a ma Sirokou Skalu
hostitelskych rostlin. V zapadni Evropé byl identifikovan vektor Hyalestes
obsolentus Signoret, ktery pfenasi fytoplazmu stolburu na révu vinnou, na které
zpusobuje nemoc zvanou Bois noir (Carraro et al., 2008). Okfidleni dospélci
se ve vinicich vyskytuji od konce €ervna do konce zafi. Populace je nejvétsi kolem
poloviny Cervence. V tomto obdobi je nakaZeno fytoplazmou stolburu az 40 %
jedincu. Hyalestes obsolentus se nezivi jen na révé vinné, ale i na ostatnich
rostlinach jako Amaranthus retroflexus L., Silene alba Krause, Chenopodium
album L., Artemisia wvulgaris L., Cirsium arvense L., Picris echioides L.,
Convolvulus arvensis L., Catystegia sepium L., Mentha arvensis L., Medico sativa
L., Malva Sylvestris L., Plantago lanceolata L., Sataria viridis L., Potentilla reptans
L., Salix alba L., Datura stramonium L., Ulmus capmsestris L., Urtica dioica L.
(Credi et al., 2006). Dalsim identifikovanym vektorem je Pentastrius beieri
Wagner. Ten infikuje fytoplazmou stolburu cukrovou fepu. Takto infikované rostliny
produkuji mnohem méné cukru, listy Zloutnou a kofen ma sice normalni tvar, ale
obsahuje hnédé cévni svazky. Pentastrius beieri Wagner se hojné vyskytuje
béhem léta na polich s cukrovou Fepou. Pentastrius beieri Wagner je velmi
vyznamny vektor fytoplazmy stolburu. Populace maji vysoky podil nakazenych
jedinct (Gatineau et al., 2000). DalSim identifikovanym vektorem je Reptalus
panzeri. Tito hmyzi jedinci se vyskytuji v jihovychodni Evropé, stfedni Evropé, Asii
a jsou schopni pfenaset fytoplazmu stolburu na kukufici, révu vinnou a cukrovou
fepu. Reptalus panzeri hraje duilezitou roli u dvou nemoci zpusobenych
fytoplazmou stolburu ,maize redness disease“ a Bois noir. Reptalus panzeri
se vyskytuje pfedev§im na slunnych kopcich a nahornich ploSinach, jeho dospélci
jsou polyfagni (Cvrkovi¢ et al., 2014). Pfedpoklada se, Ze existuje mnohem vice
hmyzich vektor( fytoplazem stolburu. Potencialnimi vektory fytoplazmy stolburu
jsou Reptalus quinquecostatus a Dictyophara europia. Bylo potvrzeno, ze
Dictyophara europia mlze prenaset fytoplazmu stolburu z klematisu na révu
vinnou. Jedinci jsou polyfagni, vyskytuji se ve vinicich od poloviny kvétna do
konce zafi. Je v8ak zapotfebi dalSich studii, aby bylo prokazano, Ze jde o vektor

fytoplazmy stolburu (Cvrkovi¢ et al., 2011).
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3.6.4 Hmyazi vektory fytoplazmy zloutenky aster

Zloutenka aster je nemoc rostlin, ktera je zptisobena fytoplazmou Zloutenky
aster. Fytoplazma Zloutenky aster ma relativné Sirokou Skalu hostitelll — pfes 350
quasdrilineatus Forbes (Frost et al., 2011). Macrosteles quasdrilineatus Forbes je
polyfagni a ma vice jak 300 rostlinnych hostiteld. Jedinci jsou schopni
se premistovat na velké vzdalenosti, avsak mohou se vyskytovat ijen lokalné -
zavisi to na preferenci k rostlinnému hostiteli. Macrosteles quasdrilineatus Forbes
se velmi rychle a s vysokou frekvenci rozSifuje ze salatu v porovnani s ¢ekankou
a kukufici (Szendrei, 2012). Macrosteles fasciformis je vektor fytoplazmy Zloutenky
aster, ktery se vyskytuje v Jizni Americe, ale je schopen pfenaset evropské
i americké kmeny Zloutenky aster (Lee et al., 1998). V Manitobé pfezimuje
ve formé vaji¢ek a nymfy se zacinaji vyskytovat od poloviny kvétna. V poloviné
srpna je populace nejvétsi, jelikoz v této dobé nejvice roste salat, na kterém
se dospélci zivi. Macrosteles fasciformis se Zivi i na jeCmenu, zité, pSenici
a travach. Hmyzi jedinci se pfemistuji z jednoho druhu rostlin na jiny pfedevsim
na jafe (Westdal et al., 1960). V roce 2006 zacala réva vinna na vinicich v jizni
Africe vykazovat znaky infekce fytoplazmy Zloutenky aster. Nejvice rozSifenym
druhem byla Mgenia fuscovaria. Usuzuje se, Ze tento druh je vektorem fytoplazmy
Zloutenky aster, jelikoz v ném byly tyto fytoplazmy detekovany (Kriger et al.,
2011).

3.6.5 Hmyazi vektor — Anaceratagallia ribauti

Anaceratagallia ribauti patfi do fadu Hemiptera, podfadu Cicadomorpha,
nadCeledi Cicadomorpha, celedi Cicadellidae, podcCeledi Agallinae, rodu
Anaceratagallia a druhu ribauti (http://www.faunaeur.org).

Dospélci se vyskytuji od unora do srpna, prezimuji jen oocyty.
Anaceratagallia ribauti se vyskytuje na slunnych, suchych az vihkych, bazickych
az kyselych substratech, hlavné na rozruSenych, spasanych aZz udusanych
zatravnénych polich, loukach a v okoli cest. VétSina populaci zije na Plantago
lanceolata a P. major, ale vlaboratornich podminkach C¢asto zZije
i na dvoudéloznych rostlinach jako Medicago, Trifolium a Onobrychis (Nickel
et al., 2003).
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3.6.6 Potvrzeni, ze Anaceratagallia ribauti je vektorem

Fytoplazmy stolburu byly identifikovany ve velkém mnozstvi volné
rostoucich i péstovanych rostlin. V révé vinné indukuji nemoc Bois noir, ktera je
velmi rozSifena ve stfedomofi a ve zbytku Evropy. Bois noir se Sifi velmi u€inné
diky svym hostitelim, jimiZ jsou jak rostliny, tak i hmyzi vektory. VSichni znami
nebo mozni hmyzi vektofi se Zivi floémem rostlin a patfi do podfadu
Auchenorrhyncha. Pfedpoklada se, Zze hlavnimi zdroji infekce jsou Urtica dioica
a Convolvulus arvensis. Pokud se hmyz, ktery se Zivil na téchto infikovanych
rostlinach, za€ne Zivit na révé vinné, dochazi k pfenosu fytoplazmy a naslednému
rozvoji nemoci. Pfirozenym vektorem fytoplazmy stolboru byla identifikovana Celed
Cixiidae. Hyalestes obsolentus pfenasi nemoc Bois noir na révu vinnou,
Pentastiridius sp. pfenasi fytoplazmu stolburu na cukrovou tftinu. V nékterych
Castech Evropy hmyzi jedinci patfici do Celedi Cixidae nebyli nalezeni, avSak
vyskyt Boir Noir byl na vinicich i pfesto vysoky. Uspé&3sny in vitro pfenos fytoplazmy
stolburu na révu vinnou byl pozorovan nejen u Celedi Cixidae, ale i u druhu
Euscelis z Celedi Cicadellidae.

Experimenty s pfenosem fytoplazmy stolburu byly provadény
se tfemi druhy potencialnich vektoru, a to Anaceratagallia ribauti, Dryodurgades
reticulatus a Euscelis incisus.

Zivi dospélci byli sbirani ve vinici, u které bylo prokdzano, Ze se v ni
vyskytuje choroba Bois noir. Tito dospélci byli pfeneseni na semenacky bobu Vicia
faba (stadium se dvéma listy), na tyto semenacky byly nasazeny cylindrické klece,
diky kterym se jedinci nemohli vzdalit z této rostliny. Rostliny bobu (Vicia faba)
rostly v ristové komore pfi 23 °C. Po dobu péti tydnG se na nich zivili hmyzi
jedinci. Po této dobé se rostlina vizualné zhodnotila, zda nese znaky nemoci
a také se na téchto rostlinach provedla i analyza PCR.

Podobny experiment byl proveden s jedinci odchovanymi v laboratofi.
Odchované nymfy Anaceratagallia ribauti, Dryodurgades reticulatus a Euscelis
incisus byly pfeneseny do ¢&tvercovych izolatord na stolburem infikované rostliny
bobu (Vicia faba) a svlatce (Convolvulus arvensis). Po akviziénim sani byly
pfeneseny na zdravé rostliny a nasledné testovany podobné jako ve vySe
uvedeném pripadu.

U péti ze Ctyriceti pfipadd byl pozorovan pfenos zpusobeny Anaceratagallia

ribauti nachytanymi na poli. Anaceratagallia ribauti odchovana v laboratornich
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podminkach pfenesla fytoplazmu stolburu 7 krat ze 23 pfipadd. Dospélci
Anaceratagallia ribauti pfenesli fytoplazmu stolburu v jednom ze 13 pfipadu.
U zbylych dvou druht Dryodurgades reticulatus a Euscelis incisus nebyl pfenos
fytoplazmy potvrzen.

Na zakladé téchto vysledkl bylo potvrzeno, Ze Anaceratagallia ribauti
prenasi fytoplazmu stolburu na Vicia faba. Pfenos fytoplazem stolburu byl
pozorovan jednak u jedincd odchovanych v laboratornich podminkach, ale
i u jedincl nachytanych ve vinici. Z toho miZzeme usuzovat, Ze Anaceratagallia
ribauti neni jen experimentalnim, ale i pfirozenym vektorem téchto fytoplazem,
avsak efektivita pfenosu se u téchto dvou skupin velice liSi (Riedle-Bauer et al.,
2008).

3.6.7 Potencialni vektory

JelikoZz jsou fytoplazmy hmyzem pienosné floémem limitujici patogeny
rostlin, které zpusobuji stovky nemoci rostlin na celém svété, je velmi dulezité
objasnit, které druhy hmyzu jsou vektory a tyto druhy dale zkoumat. Fytoplazmy
napadaji predevSim révu vinnou, zeleninu a ovoce. Nedavno bylo v Srbsku
zjiSténo, Ze symptomy napadeni fytoplazmami vykazuje mrkev (Drobnjankovic
etal.,, 2011), réva vinna v Rakousku (Riedle-Bauer et al.,, 2006) i Makedonii
(Atanasova et al., 2010). Mrkev byla napadena ridznymi podskupinami stolburu
a Zloutenkou aster, presnéji 16Srl a 16Sr-XlIl skupinami. Fytoplazmy Zloutenky
aster maji rozsahlou Skalu hostiteld a jsou pfenaseny hmyzimi jedinci z Celedi
Cicadellidae a Cixiidae. Fytoplazmy stolburu jsou zifejmé pfenaseny jedinci z 44
Celedi Cixiidae (Drobnjankovic et al.,, 2011). Ve vinicich rostly Convolvulus
arvensis a Urtica dioica. Tyto dvé rostliny jsou povaZovany za rezervoar
fytoplazem (Riedle-Bauer et al., 2006).

U odchycenych hmyzich jedincd byla odhalena pfitomnost fytoplazem,
rovnéz byli odhaleni i potencionalni hmyzi vektofi. Na tomto poli byli identifikovani
jiz €tyfi znami vektofi Zloutenky aster — Anaceratagallia laevis, Macrosteles laevis,
Macrosteles quadripunculatus, Macrosteles sexnotatus (Drobnjankovic et al.,
2011). V letech 2004 a 2005 bylo v rakouskych vinicich odchyceno jen nékolik
jedinci Hyaslestes obsolentus. Z toho divodu se domnivame, Ze fytoplazmy

stolburu a Zloutenky aster pfenasi i dalSi hmyzi vektofi (Riedle-Bauer et al., 2006).
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V letech 2005 a 2006 byl provadén vyzkum na vinicich v Makedonii. Bylo
identifikovano 27 druhu patficich do podfadl Fulgomorpha a Cicadomorpha, Sesti
Celedi Cicadellidae: Fieberiella florii, Megophthalmus scabripennis, Eupterix sp.,
Zyginidia scutelaris, Zygina sp., Platymethopius sp., Neoaliturus fenestratus,
Anaceratagallia ribauti Delphax sp., Allygidius sp., Dictyophara europaea,
Platymethopius guttatus, Cosmotettix sp., Phlepsius intricatus, Psammotettix
alienus, Hardya tenis, Selenocephalus sp., Selenocephalus obsoletus, Opsius
stactogalus, Cixius remotes, Cixius simplex, Cixius heydenii, Stictocephala
bisonia, Typhlocyba spp., Allygus modestus, Empoasca vitis, Empoasca spp.
Populace sledovanych druhtd dosahuji maxima v ervnu a poté od poloviny
Cervence do konce zafi (Atanasova et al., 2010). Molekularni analyzy odebranych
jedincl z Celedi Cicadellidae a rostlin v jizni Bacce v Srbsku potvrdily pfitomnost
Zloutenky aster (16Srl) a stolburu (16SrXIl). V roce 2008 byla monitorovana oblast
jizni Backy na pfitomnost hmyzich vektort fytoplazem Zloutenky aster a stolburu
z Celedi Cicadellidae a Cixiidae. Dospélci byli identifikovani a dale testovani
na pfitomnost fytoplazem molekularnimi metodami, které zahrnovaly PCR a RFLP
analyzu. Bylo identifikovano 13 druhd z Celedi Cicadellidae, Anaceratagallia
ribauti, Anaceratagallia venosa, Anaceratagallia laevis, Psammotettix confinis,
Psammotettix striatus, Psammotettix alienus, Macrosteles sexnotatus, Ophiola
decumana, Errastunus ocellaris Fallén, Scaphoideus titanus Ball, Eupteryx
atropuncatata, Eupteryx mellisae Curtis, Zyginidia pullula. Fytoplazmy stolburu
byly zjistény v Anaceratagallia laevis, Anaceratagallia ribauti, Anaceratagallia
venosa, Psammotettix striatus, Psammotettix confinis a Psammotettix alienus.
Zloutenka aster podskupina 16Srl-A byla identifikovana v Anaceratagallia laevis,
Ophiola decumana, Psammotettix confinis, zatimco podskupina 16Srl-C byla
identifikovana jen v Psammotettix confinis (Drobnjankovic et al., 2011). Na vinicich
v Rakousku se objevovali i dalsi hmyzi jedinci, ktefi by mohli byt hmyzimi vektory
fytoplazem: Macrosteles laevis, Macrosteles cristatus, Anoptettix fuscovenosus,
Dryodurgades reticularis a Reptalus panzeri (Riedle-Bauer et al., 2006).

Od doby, kdy bylo potvrzeno, ze jedinci z rodi Anaceratagallia
a Psammotettix byli infikovani fytoplazmami stolburu a Zloutenky aster, se zacCalo
predpokladat, ze hraji vyznamnou roli v pfenosu a rozSifovani téchto patogent
v pfirozeném prostfedi, jelikoz béhem celého vegetacniho obdobi se hojné

nachazeli na polich s mrkvi, ktera vykazovala symptomy napadeni fytoplazmou
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(Drobnjankovic et al., 2011). Diky praci Riedle-Bauer et al. (2008) bylo potvrzeno,

Ze Anaceratagallia ribauti je hmyzim vektorem fytoplazmy stolburu.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Material

Pro experimentalni ¢ast byl vybran hmyzi vektor Anaceratagallia ribauti. Hmyzi
jedinci pochazeli celkem ze ftfi lokalit Lednice, Perna a Bfezi. Sbéry hmyzu
se provadély periodicky v obdobi od &ervna do zafi ve tfech po sobé jdoucich
letech 2010, 2011 a 2012. Hmyzi jedinci byli odchyceni RNDr. Pavlem Lautererem
a Mgr. Martinem Starym, ktefi hmyzi jedince taktéz identifikovali. Jedinci byli

dlouhodobé uchovavani ve 100% etanolu pfi -20 °C.

4.2 lzolace DNA

Z jedincu hmyziho vektoru Anaceratagallia ribauti byla vyizolovana celkova DNA
pomoci komeréné dostupné soupravy Wizard genomic DNA Purification Kit
(Promega).
1. Jedinec hmyzu byl rozetfen pomoci plastového homogenizatoru v 1,5ml
mikrozkumavce ve 200 pl lyza¢niho pufru (Nuclei lysis solution).
2. Ziskany lyzat byl inkubovan 15 minut pfi 65 °C, po 7 minutach byl protfepan
na trepacce.

3. Pfed dalSim zpracovanim byl ponechan 5 min pfi pokojové teploté.

B

K lyzatu byly pfidany 3 yl RNazy (RNase solution) a obsah byl promichan

obracenim mikrozkumavky (25x). Smés byla kratce centrifugovana.

5. Nasledovala inkubace 15 min pfi 37 °C.

6. Nasledovala inkubace pfi pokojové teploté po dobu 5 min.

7. Ke smési bylo pfidano 67 ul srazeciho pufru (Protein precipitation solution).

8. Nasledovalo tfepani na vortexu po dobu 20 sekund pfi 1 600 kmitech.

9. Mikrozkumavka byla chlazena 5 minut na ledu.

10.Byla provedena centrifugace po dobu 4 min pfi 13 000 g a pokojové teploté,
vysrazené proteiny vytvofily bily pelet.

11.Do stojanku byly pfipraveny Cisté mikrozkumavky s 200 ul isopropanolu.

12.0patrné, bez naruseni peletu, byl do Cisté mikrozkumavky s isopropanolem
odpipetovan supernatant obsahujici DNA.

13.0Obsah byl opatrné promichan pFevracenim (5x) a umistén do -20 °C

na noc.

22



14.Byla provedena centrifugace pfi pokojové teploté¢ po dobu 1 min
pfi 13 000 g. Vysrazena DNA vytvofila maly pelet.

15. Supernatant byl opatrné odstranén vylitim.

16.K peletu bylo pfidano 200 uyl 70% etanolu a opatrnym pfevracenim byl pelet
oplachnut.

17.Nasledovala centrifugace pfi pokojove teploté na 1 min pfi 13 000 g.

18.Etanol byl odstranén a mikrozkumavky s pelety DNA byly usu$eny
na filtraénim papife.

19.DNA byla vysuSena v centrifugacni odparce pfi 45 °C po dobu 30 minut.

20.Sediment DNA byl rozpustén ve 30 pl pufru (Rehydration solution)
na trepacce pfi 65 °C po dobu 10 minut.

21.Vyizolovana DNA byla uchovana pfi -20 °C.

4.3 PCR amplifikace a detekce PCR produktu

4.3.1 Nested PCR

Nested PCR je modifikaci PCR. Postup je vSak velmi podobny. Zasadnim
rozdilem mezi klasickou PCR a nested PCR je, ze amplifikace DNA neprobiha
v jednom, ale ve dvou krocich. Nejprve byla pfipravena reakéni smés se vzorky
izolované DNA pro prvni krok reakce (viz prvni stupef) a byla provedena PCR
reakce dle definovanych podminek pro primery P1 a P7 (viz tabulka ¢. 2). Poté
byla pfipravena reakéni smés pro druhy stuper reakce (viz druhy stupen) a byla
provedena PCR dle definovanych podminek pro primery R16F2 a R16R2 (viz
tabulka €. 5).

Prvni stupen
1. Reakéni smés byla pfipravena na ledu v 1,5ml mikrozkumavce dle tabulky

¢. 1, poté byla rozpipetovana do jednotlivych 0,2ml PCR mikrozkumavek.
Pro PCR amplifikaci byly pouzity primery P1 a P7, sekvence primeru je

uvedena v tabulce &. 3.
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Tabulka €. 1: Pfiprava reak¢ni smési pro prvni krok nested PCR.

potozka | onceniace | horecnd | viesion | rétesta
pufr 5x 1x 5 70
voda 17,3 2422
f primer P1 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 3,5
r primer P7 | 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 3,5
Taq pol 5 U/ ul 1 Ulreakce 0,2 2,8
CELKEM 23 322
objem reakce 25 ul rozpipetovat po 23 pl
vzorek 2 ul
2. Po napipetovani premixu a vzorku do mikrozkumavek na PCR byla smés

zcentrifugovana a byla vloZzena do termocykléru.

znazornuje tabulka €. 2.

Casovy a teplotni profil prvniho stupné nested PCR s primery P1/P7

Tabulka &. 2: Casovy a teplotni profil prvniho stupné nested PCR s primery P1/P7.

krok PCR teplota cas opakovani
predenaturace | 95°C | 2 minuty 1x
denaturace 95°C | 1 minuta
annealing 55°C | 2 minuty 35x
elongace 72°C | 3 minuty
finalni elongace | 72°C | 10 minut 1x

Tabulka €. 3: Sekvence primert P1 a P7 (Deng et Hirugi, 1991; Schneider et al.,

1995).
nazev primeru nukleotidova sekvence
P1 5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3’
P7 5-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3’

Druhy stupen

1. Do mikrozkumavek pro PCR bylo na ledu napipetovano 78 pl vody a 2 ul

vzorku z pfedchoziho kroku (produkt P1/P7).
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2. Reak¢ni smés byla pfipravena podle tabulky €. 4, poté byla reakéni smés
rozpipetovana do jednotlivych mikrozkumavek pro PCR. Pro PCR reakci
byly pouzity primery R16F2 a R16R2, sekvence primerd je uvedena
v tabulce €. 6.

3. Casovy a teplotni profil prvniho stupné nested PCR s primery R16F2/R16R2

znazorfiuje tabulka €. 5.

Tabulka €. 4: Pfiprava reakéni smési pro druhy krok nested PCR.

) koncentrace koneéna o
poloZka prac. Koncentrace 1 test (ul) 14 testa (ul)
roztokd
pufr 5X 1x 5 70
voda 17,3 2422
f primer R16F2 | 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 3,5
r primer R16R2 | 20 pmol/pl 0,2 uM 0,25 3,5
Taq pol 5 U/ul 1 U/reakce 0,2 2,8
CELKEM 23 322
objem reakce 25 ul rozpipetovat po 23 pl
vzorek 2 ul (40x fedény PCR produkt P1/P7)

4. Po napipetovani reakéni smési a vzorku do mikrozkumavek pro PCR byla

smés centrifugovana a vzorky byly viozeny do termocykléru.

Tabulka ¢&. 5: Casovy a teplotni profil nested PCR s primery R16F2/R16R2 — prvni

stupen.
krok PCR teplota cas opakovani
predenaturace | 94°C | 2 minuty 1x
denaturace 94°C | 1 minuta
annealing 50°C | 1 minuta 35x
elongace 72°C | 1 minuta
finalni elongace | 72°C | 10 minut 1x

Tabulka €. 6: Sekvence primert R16F2 a R16R2 (Gundersen et Lee, 1996; Lee et
al., 1993).

nazev primeru nukleotidova sekvence
R16F2 5-ACGACTGCTGCTAAGACTGG-3’
R16R2 5-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3’
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4.3.2 Elektroforéza PCR produktu
Produkty nested PCR byly vyhodnoceny na 1% agarozovém gelu, ktery byl

pfipraven podle nize uvedeného navodu.

1.
2.

V mikrovinné troubé byly rozvafeny 3 g agardzy ve 300 ml TAE pufru.

50 ml rozvafené agardzy bylo pfelito do kadinky a bylo pfidano 3 pl Good
view.

Byla pfipravena vani¢ka (10 x 10 cm) na horizontalni elektroforézu, Cela
byla peclivé prelepena izolepou a byl vsazen hfebinek. Vani¢ka byla
umisténa na vodorovnou plochu.

Do takto pfipravené vanicky byla nalita agaroza.

5. Po ztuhnuti gelu byla izolepa odlepena, byl opatrné vyjmut hfebinek

9.

a vanicka byla vloZena do elektroforetické komurky. Komarka byla naplnéna
TAE pufrem tak, aby byl gel pfevrstven 2 az 5 mm pufru.

Vzorky byly pfed pipetovanim centrifugovany.

Vzorek pro analyzu byl pfipraven smichanim 2 pl nanaseciho pufru a 3 i
vzorku. Jednotlivé kapky nanaseciho pufru byly napipetovany na parafilm.
Mikropipetou byly do jamek v gelu napipetovany vzorky. Vzorky byly
nanaseny zleva doprava a rozmisténi vzorkd bylo zaznamenano
do protokolu, jako prvni byl umistén standard molekulové vahy.

Poté byl zdroj stejnosmérného proudu nastaven na napéti 60 — 80 V.

10.Napéti bylo vypnuto, kdyz byla bromfenolova modf témérf na konci gelu.

11.Vanicka byla i s gelem opatrné vyjmuta z elektroforetické komurky.

12.Gel byl opatrné vysunut z vanicky na sklenénou plochu transluminatoru.

13.Gel byl vyfocen a elektroforetogram byl uchovan pro dalSi zpracovani

vysledku.

4.4 RFLP analyza

441 RFLP

Vzorky, které byly pomoci elektroforézy na 1% agarézovém gelu vyhodnoceny

jako pozitivni, byly pouzity k RFLP analyze. Metoda RFLP vyuziva restrikéni

endonukleazy, které Stépi DNA molekuly v pfesnych mistech tzv. restrikénich

bodech a vznikaji specifické fragmenty, které jsou detekovany pomoci

elektroforézy.
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1.

2.

V mikrozkumavkach s PCR produkty byly na ledu pfidany restrikCni enzymy
Msel a Rsal. K smési PCR produktd a restrikCnich enzym( byly pfidany
jejich pufry NEBuffer 2 pro Msel a RSAL pufr pro Rsal.

Dle tabulky €. 7 byla napipetovana reakéni smés a poté rozpipetovana

do jednotlivych mikrozkumavek.

Tabulka €. 7: Rozpis reakéni smési na RFLP.

poloZka 1 test (ul) 8 testu (ul)
pufr 1,3 10,4
BSA 10x 1,3 10,4
voda 52 41,6
RE 0,2 1,6
CELKEM 8 64
objem reakce rozpipetovat po 8 pl
vzorek 5 ul
celkovy objem 13 yl

Po napipetovani reakéni smési a vzorku do mikrozkumavek pro PCR byla
smés zcentrifugovana.

Vzorky byly vloZzeny do termocykléru a restrikce probihala 16 hodin
pfi 37 °C.

4.4.2 Vyhodnoceni RFLP analyzy

Produkty vzniklé pomoci metody RFLP byly vyhodnoceny na 2,5% agar6zovém

gelu. Vysledky byly porovnany se standardy a byl uren typ fytoplazmy.

1.
2.

V mikrovinné troubé bylo rozvafeno 7,5 g agarézy ve 300 ml TAE pufru.
Poté bylo 50 ml rozvafené agardzy prelito do kadinky a bylo pfidano 3,5 pl
Gel red.

Byla pfipravena vanic¢ka (10 x 10 cm) na horizontalni elektroforézu, Cela
byla peclivé pfelepena izolepou a byl vsazen hfebinek. Vani¢ku bylo nutné
umistit na vodorovnou plochu.

Do takto pfipravené vanicky byla nalita agaréza.

5. Po ztuhnuti gelu byla izolepa odlepena, opatrné byl vyjmut hfebinek

avanicka byla vlozena do elektroforetické komuarky. Komdrka byla
naplnéna TAE pufrem tak, aby byl gel pfevrstven 2 az 5 mm pufru.
Vzorky byly pfed pipetovanim centrifugovany.
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7. Vzorek pro analyzu byl pfipraven smichanim 2,5 uyl nanaseciho pufru
a RFLP vzorku. Mnozstvi vzorku, ktery bude pipetovan do gelu, se liSi
podle sily bandu z elektroforézy PCR produktu. Vzorku, jehoz sila bandu
byla rovna *** bylo pipetovano 3 ul, ** 4 pl, * 6 pl, *sl 10 pl.

8. Jednotlivé kapky nanaseciho pufru byly napipetovany na parafilm a byly
promichany se vzorkem.

9. Mikropipetou byly do jamek v gelu napipetovany vzorky. Vzorky byly
nanaseny zleva doprava a rozmisténi vzorkd bylo zaznamenano
do protokolu, jako prvni byl umistén standard molekulové vahy.

10.Poté byl zdroj stejnosmérného proudu nastaven na napéti 60 V, proud
na 100 mA.

11.Napéti bylo vypnuto, kdyz byla bromfenolova modf témé&r na konci gelu.

12.Vanicka i s gelem byla opatrné vyjmuta z elektroforetické komurky.

13.Gel byl opatrné vysunut z vanicky na sklenénou plochu transluminatoru.

14.Gel byl vyfocen a elektroforetogram byl uchovan pro dalSi zpracovani

vysledku.

4.5 Seznam pouzitych chemikalii

70% etanol

agar6za SERVA for DBA electrophoresis

BSA 10x

demineralizovana voda

Good View Nucleic Acid Strain

isopropanol

ledova tfist

MSE 1 10U/ml (Biolabs)

My Taq polymerase (Bioline)

nanaseci pufr - bromfenolova modrf 0,1% v 30% glycerolu
primer R16F2 (5-ACGACTGCTGCTAAGACTGG-3")
primer P1 (5-AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT-3")
primer P7 (5"-CGTCCTTCATCGGCTCTT-3")

primer R16R2 (5-TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG-3)
pufr 5x My Taqg Reaction Buffer (Bioline)
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pufr Buffer C 10x Promega

pufr NEBuffer 2 10x Biolabs

RSA1 10u/ug Promega

standard molekulové hmotnosti GeneRuler 100bp plus DNA

taq polymeraza My taq DNA polymerase 5U/ul (Bioline)

Wizard genomic DNA Purification Kit (Rehydration solution, Nuclei lyssis solution,
RNase A solution, protein precipitation solution) (Promega)

50 x TAE pufr

TRIS 242 g
rozpustit v 500 ml destilované vody

0,5 M Na,EDTA (pH 8,0) 100 ml
ledova kyselina octova 57,1 ml

doplnit objem destilovanou vodou na 1 000 ml

pfed pouzitim 50x zfedit

10x TBE pufr

Tris-base 108 g
kyselina borita 559
Na,-EDTA 9,3¢g

doplnit objem destilovanou vodou na 1 000 ml

4.6 Pristrojové vybaveni laboratore

centrifuga Spectrafuge 24D (Labnet international Inc.)
centrifugacni odparka SPD Speed Vac thermosavant
elektroforeticka vanic¢ka (Fisherbrand)

laminarni box Telstar PV-100

mikrovinna trouba

minicentrifuga E centrifuge (WEALTEC)

mrazici box General frost

nanodrop 1000 (Thermoscientific)

stolni pocitaC (Hewlett-Packard)

termoblok techne dri-block DB-D

termocycler cyklér T gradient (Biometra)

29



transluminator G:Box (Syngene)
tfepacka mixing block MB-102 (BIOER)
vahy A a D EK 200G

vortex Maneco MS1 minishaker IKA

zdroj stejnosmérného proudu Powerpack P25 (Biometra)

4.7 Seznam pouzitych pomtcek

automaticke pipety

filtraCni papir

hfebinek na elektroforézu
chemicka IziCka

kadinky

kovovy blok (Corbett Research)
lihovy fix

mikrozkumavky

odmeérny valec

ochranné rukavice

parafilm American national CAM
PCR mikrozkumavky

pinzeta

plastovy homogenizator
silikonova chnapka

sklenéna zasobni lahev (Fisherbrand)
sterilni Spicky

stojanek na mikrozkumavky
stficka

vanicka na led

vazenka
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5 Vysledky

V experimentalni ¢asti byla uspésné vyizolovana DNA z celkem 139 jedincl
Anaceratagallia ribauti (tabulka ¢. 8). DalSim krokem bylo spektrofotometrické
stanoveni koncentrace izolované DNA a jeji Cistoty. Primérna koncentrace DNA
ve vzorcich byla 109,42 ng/ul a A260/A280 dosahovala hodnot 1,61 — 2,37.

Tabulka €. 8: Vysledky PCR amplifikace a RFLP identifikace fytoplazem.

cislo vzorku pohlavi nested PCR RFLP
279/1 0
279/2
279/3
279/4
279/5
279/6
27917
279/8
279/9
279/10
279/11
279/12
279/13
279/14
279/15
279/16
279/17
279/18
279/19
279/20
279/21
279/22
279/23
279/24
383/1
383/2
383/3
383/4
383/5
383/6
383/7
383/8
383/9

STOL

AY
STOL

STOL

STOL

NS

NS
NS
NS

PIRPIFPOOCIOIOI0O|IO|RPIOFRIOOOCIOI0O|IFRP|IOIORPFPIO|IO|R,|O|O|O|O|O |O
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Cislo vzorku pohlavi nested PCR RFLP
383/10 F 1 NS
383/11 F 0
383/12 F 1 NS
383/13 F 1 NS
383/14 F 0
383/15 F 1 NS
383/16 F 0
383/17 F 1 NS
383/18 F 0
383/19 F 1 NS
383/20 F 0

414/1 F 0

414/2 F 0

414/3 M 0

414/4 M 0

414/5 M 0

414/6 L 0

418/1 F 1 NS
418/2 F 1 NS
418/3 F 1 NS
418/4 F 1 NS
418/5 F 1 NS
418/6 F 1 NS
418/7 F 1 NS
418/8 F 1 NS
418/9 M 1 NS
418/10 M 1 NS
418/11 M 1 NS
418/12 M 1 NS
422/1 M 0

422/2 M 0

422/3 M 0

422/4 M 0

422/5 M 0

422/6 M 0

4227 M 1 NS
422/8 F 1 STOL
422/9 F 1 NS
422/10 F 0

422/11 F 0

422/12 F 0
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cislo vzorku pohlavi nested PCR RFLP

422/13

o

422/14

422/15

422/16 STOL

422/17

422/18 STOL

422/19 NS

422/20 STOL

423/1

423/2

423/3 STOL

423/4 STOL

423/5

423/6

423/7

423/8

423/9

423/10

423/11

423/12

423/13 STOL

423/14

423/15

423/16

423/17 STOL

423/18

423/19 STOL

423/20

424/1

424/2 STOL

424/3 STOL

424/4 STOL

424/5

424/6 STOL

42417 AY

424/8 AY

424/9

424/10

424/11 NS

424/12 STOL

MMM S S T S S E N nnnmmnrmmmmmmmI S S S SN Z KKK

orRrocCoC|FRIFIFPFOIFPIFPFRPOOIFPIOIRPIOOIO|IFRIOOO0O|ICO|ICO|ICICFP|FP|IO|IO|FRP|FP|FP|O|F|O|O

424/13
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cislo vzorku pohlavi nested PCR RFLP
424/14 0 NS
424/15 AY
424/16
424/17
424/18
424/19
424/20
425/11
425/12
425/13
425/14
425/15
425/16
425/17
425/18
425/19
425/20
428/6
428]7
428/8
428/9
428/10
440/1
440/2

NS

STOL

NS
NS

NS
NS

STOL

STOL

elleoll Jliellell dielleolell B Jlecllell llelleol Seollol _}iehien]

M — samec, F — samice, L — larva, 1 — pozitivni vysledek, 0 — negativni vysledek,
STOL - fytoplazma stolburu, AY — fytoplazma Zloutenky aster, NS — nespecificky
produkt.

Nasledné byla provedena detekce fytoplazem ve vzorcich pomoci nested
PCR ajejich identifikace na zakladé RFLP analyzy ziskanych PCR produktd.
V prvnim kroku byly pouzity primery P1 a P7, v druhém kroku nested PCR byly
pouzity primery R16F2 a R16R2. Pfi této velmi citlivé reakci doSlo k amplifikaci
DNA v 56 pfipadech, shrnuto v tabulce €. 8. Specifita reakce a identifikace
fytoplazem byla ovéfena pomoci RFLP analyzy. Vysledky nested PCR reakce

zobrazuji obrazky €. 1 a 2.
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Obrazek €. 1: Elektroforetogram produktl nested PCR série 422/1-20 v 1%

agarozovém gelu.

M — standard molekulové hmotnosti.

35



418/1
418/2
418/3
418/4
418/5
418/6
418/7
418/8
418/9
418/10
418/11
41812

Obrazek ¢&. 2: Elektroforetogram produkti nested PCR série 418/1-12 v 1%
agarézovéem gelu.

M — standard molekulové hmotnosti.

Pozitivni vzorky byly analyzovany pomoci RFLP analyzy (viz tabulka €. 8).
Ve vzorcich se vyskytovaly predevSim fytoplazmy stolburu a Zloutenky aster,
avSak nékteré vzorky poskytly nespecifické vysledky. Ukazka elektroforetogramu

viz obrazky €. 3, 4,5 a 6.
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418/1 NS
418/2 NS
418/3 NS
418/4 NS
418/5 NS
418/6 NS
418/7 NS
418/8 NS
418/9 NS

- 418/10 NS
418/11NS
418/12 NS

Obrazek €. 3: Elektroforetogram produktll RFLP analyzy série 418/1-12 ve 2,5%
agarézovém gelu restrikéni endonukleaza Msel.

M — standard molekulové hmotnosti, K * — pozitivni kontrola fytoplazma stolburu, 6 ul, B —

bromfenolova modf, NS — nespecificky produkt.
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Obrazek €. 4: Elektroforetogram produktll RFLP analyzy série 418/1-12 ve 2,5%

agarozovéem gelu restrikEni endonukleaza Rsal.

M — standard molekulové hmotnosti, K © — pozitivni kontrola fytoplazma stolburu, 6 ul, B —
bromfenolova modf, NS — nespecificky produkt.

37



4 a v

4 O O € O

O kK k =

O n 0 7}

Z 0 o 0o o o

M~ 00O +H 4 «+H N

e e e e e )

N N N N N N

A N N N N N

S o & & S S <
H
(S ]
—

- v el

- . 'ﬂ Ll
-e - . -
- -

Obrazek €. 5: Elektroforetogram produktll RFLP analyzy série 422/7, 8, 16, 18, 19,
20 ve 2,5% agarézovém gelu restrik€ni endonukleaza Msel.

M — standard molekulové hmotnosti, NS — nespecificky produkt, STOL — fytoplazma stolburu.
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Obrazek €. 6: Elektroforetogram produktt RFLP analyzy série 418/7, 8, 16, 18, 19,

20 ve 2,5% agar6zovém gelu restrik&ni endonukleaza Rsal.

M — standard molekulové hmotnosti, NS — nespecificky produkt, STOL — fytoplazma stolburu.
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Na zakladé vysledki PCR amplifikace a RFLP analyzy byl zjistén pocet
pozitivnich vzorki a typy fytoplazem. Na zakladé téchto vysledkid bylo
vyhodnoceno, vijakém obdobi se vyskytuje nejvice infikovanych jedincu
Anaceratagallia ribauti v Lednici, Perné a Brezi.

V roce 2010 bylo v Perné odchyceno celkem 23 jedincu, v tfeti tfetiné Cervna byli
odchyceni 3 samci a 3 larvy, v prvni tfetiné Cervence byli odchyceni 4 samci a
4 samice, v druhé tfetiné Cervence bylo odchyceno 6 samcl a 2 samice, ve treti
tfretiné Cervence byl odchycen 1 samec a 1 larva (graf €. 1). Tfi jedinci odchyceni
v tfeti tfetin€ Cervna byli infikovani fytoplazmou stolburu a tfi jedinci nebyli
infikovani (graf €. 2). Dva jedinci odchyceni v prvni tfetiné Cervence byli infikovani
fytoplazmou stolburu a Ctyfi jedinci nebyli infikovani (graf €. 2). Sedm jedincu
odchycenych v druhé tretiné Cervence bylo infikovano fytoplazmou stolburu
a jeden nebyl infikovan fytoplazmou (graf €. 2). Jedinec chyceny v tfeti tretiné
Cervence byl fale$né pozitivni (graf ¢. 2). Vroce 2011 bylo v Perné celkové
odchyceno 76 jedincl, v tfeti tfetiné Cervna bylo odchyceno 5 samcl, 7 samic
a 1 larva, v prvni tfetiné Cervence bylo odchyceno 10 samcu, 8 samic a 1 larva,
v druhé tfetiné Cervence byli odchyceni 3 samci, 7 samic a 3 larvy, ve tfeti tfetiné
Cervence byl odchyceni 3 samci, 16 samic a 1 larva, v prvni tfetiné srpna byla
odchycena 1 samice a 3clarvy, v druhé tfetiné srpna bylo odchyceno 7 samic (graf
¢. 3). Tri jedinci odchyceni v prvni tfetiné Cervence byli infikovani fytoplazmou
stolburu a deset jedinch nebylo infikovano fytoplazmou (graf €. 4). Tfi jedinci
odchyceni v prvni tfetiné Cervence byli infikovani fytoplazmou stolburu, 9 jedincl
bylo faleSné pozitivnich a jeden nebyl infikovan fytoplazmou (graf €. 4). Dva jedinci
odchyceni v druhé tfetiné Cervence byli infikovani fytoplazmou stolburu a Ctyfi
jedinci nebyli infikovani fytoplazmou (graf €. 4). Pét jedincl odchycenych v treti
tretiné Cervence bylo faleSné pozitivnich a patnact jedincd nebylo infikovano
fytoplazmou (graf €. 4). Dva Jedinci odchyceni v prvni tfetiné srpna byli infikovani
fytoplazmou stolburu a dva jedinci nebyli infikovani fytoplazmou (graf €. 4). Jeden
jedinec odchyceny v druhé tfetiné srpna byl infikovan fytoplazmou stolburu a Sest
jedincd nebylo infikovano fytoplazmou stolburu (graf €.4). Vroce 2012 bylo
v Perné odchyceno celkem 34 jedincu, v prvni tfetiné ¢ervence bylo odchyceno 12
samcul a 12 samic, v prvni tfetiné srpna bylo odchyceno 7 samcu a 5 samic (graf
¢. 5). Sedm jedincl odchycenych v prvni tfetiné Cervence bylo infikovano

fytoplazmou stolburu, tfi jedinci byli infikovani fytoplazmou Zloutenky aster
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a ¢trnact nebylo infikovano fytoplazmou (graf €. 6). Dva jedinci odchyceni v prvni
tretiné srpna byli faleSné pozitivni a 10 nebylo infikovano fytoplazmou (graf €. 6).

Graf ¢ 1: Celkovy pocet odchycenych jedincu Anaceratagallia ribauti v Perné
v roce 2010.

Perna 2010
9
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5
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1
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Graf &. 2: Pocet infikovanych jedincl Anaceratagallia ribauti v Perné v roce 2010.

Perna 2010

Cerven Il Cervenec | Cervenec |l C&ervenec lll srpen | srpen Il
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= pozitivni ®negativni
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Graf &. 3: Celkovy pocet odchycenych jedinci Anaceratagallia ribauti v Perné
v roce 2011.

Perna 2011
25
20
15
10
5
0
Cervenlll  Cervenec| Cervenecll Cervenec lll srpen | srpen Il
msamci msamice wlarvy

Graf &. 4: Pocet infikovanych jedincl Anaceratagallia ribauti v Perné v roce 2011.
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Graf €. 5: Celkovy

pocet odchycenych jedincli Anaceratagallia ribauti v Perné

v roce 2012.
Perna 2012
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Graf &. 6: Pocet infikovanych jedincl Anaceratagallia ribauti v Perné v roce 2012.
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V roce 2010 bylo v Bfezi odchyceno celkem 9 jedincu, v tfeti tietiné Cervna

byli odchyceni 3 samci, 1 samice a 1 larva, v prvni tfetiné ¢ervence byli odchyceni

3 samci a 1 samice (viz graf €. 7). Dva jedinci odchyceni ve tfeti tfetiné Cervna byli

infikovani fytoplazmou stolburu a tfi nebyli infikovani fytoplazmou (viz graf. &. 8).

Jeden jedinec odchyceny v prvni tfetiné Cervence byl infikovan fytoplazmou

stolburu, jeden jedinec byl infikovan fytoplazmou Zloutenky aster a dva jedinci

nebyli infikovani fytoplazmou (graf €. 8).
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Graf €. 7: Celkovy pocet odchycenych jedinci Anaceratagallia ribauti v Brezi
v roce 2010.
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Graf €. 8: Pocet infikovanych jedincu v Bfezi v roce 2010.
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Vzhledem k nizkému poctu odchycenych jedinct v Lednici v letech 2010,
2011 a 2012, nemlze byt hodnocena populaéni dynamika. V roce 2010 byli
v Lednici chyceni 2 jedinci, v tfeti tfetiné Cervence byla odchycena jedna samice
a v druhé tfetiné srpna jedna samice. Samice odchycena v tfeti tfetiné Cervence
nebyla infikovana fytoplazmou, ale samice odchycena v druhé tfetiné srpna byla
infikovana fytoplazmou stolburu. V roce 2011 byli v Lednici odchyceni 2 jedinci,

v tfeti tfetiné Cervna byla odchycena jedna samice a v prvni tfetiné ervence také
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jedna samice. Samice odchycena v tfeti tfetiné Cervna byla infikovana fytoplazmou
stolburu, ale samice odchycena v prvni tfetiné Cervence nebyla infikovana
fytoplazmou. V roce 2012 v Lednici v prvni tfetiné Cervence byla odchycena jedna

samice a nebyla infikovana fytoplazmou.
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6 Diskuze

V této bakalarské praci byly identifikovany fytoplazmy vyskytujici
se v hmyzim vektoru Anaceratagallia ribauti pomoci nested PCR a RFLP analyzy.
DNA byla amplifikovana pomoci dvou kombinaci primerd P1/P7 a R16F2/R16R2.
Uspésnost detekce a identifikace fytoplazmy byla uspokojiva a Ize tedy potvrdit, Ze
metoda nested PCR v kombinaci s primery P1/P7 a R16F2/R16R2 je pro toto
vyuziti vhodna.

Vyhodou nested PCR je jeji vysoka citlivost, specificita a rychla detekce
fytoplazem. AvSak i tato metoda ma nékolik nevyhod, jakymi jsou
napf. nespecificka amplifikace - faleSné pozitivni Ci faleSné negativni vysledky.
Z téchto ddvodu je nutné vzorky dale analyzovat pomoci RFLP analyzy nebo
sekvenovanim (Franova et al., 2007).

Pfi RFLP analyze byly pouzivany dvé restrikCni endonukleazy Rsal a Msel.
Pomoci téchto dvou restrikCnich endonukleaz bylo mozné detekovat fytoplazmy
stolburu a Zloutenky aster, avSak v fadé pfipadl byla potvrzena nespecificka
amplifikace. Riedle-Bauer et al. (2006) potvrdili, Ze Anaceratagallia ribauti je
pfirozenym vektorem fytoplazmy stolburu. O pfenosu dalSich fytoplazem neni
v literatufe uvedena zadna informace. Pomoci RFLP analyzy bylo odhaleno, Ze se
v jedincich vyskytovaly fytoplazmy stolburu a Zloutenky aster.

Byla ziskana jedine€na data, ktera nebyla dosud publikovana. Celkem bylo
odchyceno 147 hmyzich jedincl, analyzovano bylo celkem 139 hmyzich jedincu.
Pomoci nested PCR bylo zjisténo, ze 40,29 % (56 ze 139) jedincl bylo infikovano
fytoplazmou: 21 samcu, 33 samic a 2 larvy. Celkem 59,71 % (83 ze 139) jedincu
nebylo infikovano fytoplazmou: 37 samcl, 43 samic a 3 larvy. Fytoplazma stolburu
byla identifikovana celkem u 21 jedincu, fytoplazma zloutenky aster u 4 jedincl
a nespecifické produkty byly zjistény u 31 vzorkd. Jedna se o prvni pfipad detekce
fytoplazmy Zloutenky aster v druhu Anaceratagallia ribauti.

Rovnéz nebyly nalezeny recentni informace o populaéni dynamice
studovaného druhu. Nejvice jedinct (15 %; 22 ze 143) bylo odchyceno v Perné
a to v prvni tfetiné Cervence v roce 2012. Nejvice hmyzich jedincti Anaceratagallia

ribauti infikovanych fytoplazmou se rovnéz vyskytovalo v prvni tietiné Cervence.
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7 Zaver

V ramci bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe podle dostupné
literatury na téma ,Molekularni identifikace fytoplazmy stolburu v hmyzim vektoru:
Anaceratagallia ribauti”.

V experimentalni ¢asti byly detekovany fytoplazmy v hmyzim vektoru
za pomoci nested PCR s pouzitim primerd P1/P7 a R16F2/R16R2. Bylo
potvrzeno, Ze tato metoda je citliva a zaroven dostupna pro detekci fytoplazem.

Ve vzorcich DNA izolovanych z jedinc hmyziho vektoru Anaceratagallia
ribauti byly detekovany Candidatus Phytoplasma asteris a Candidatus
Phytoplasma solani.
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8 Seznam pouzitych zkratek

DAS ELISA
DNA

kb

PCR

rDNA

RE
RFLP

rRNA
SNP

double-antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent assay
deoxyribonukleotidova kyselina (deoxyribonucleic acid)

kilobaze (kilobase)

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
ribozomalni deoxyribonukleotidova kyselina

(ribosomal deoxyribonucleic acid)

restrikCni enzym (restriction enzyme)

délkovy polymorfismus restrikénich fragmenta (restriction fragment
length polymorphism)

ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomal ribonucleic acid)

jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorfism)

47



9 Seznam pouzité literatury

Atanasova, Biljana, Dusan Spasov and Dragica Spasova (2010): Qualitative
and quantitative analisys of cicadas (Homoptera: Auchenorrhyncha) at grapevine
in region of Kavadarci, Republic of Macedonia. 20th Anniversary International
Scientific Conference, 3th - 4th June 2010, Stara Zagora, BULGARIA, pp. 109-
114,

Battle A., Martinez M. A. and Lavifia A. (2000): Occurrence, distribution and
epidemiology of grapevine yellows in Spain. European Journal of Plant Pathology
106: 811-816.

Beanland L., Hoy C. W., Miller S. A. and Nault L. R. (2000): Influence of aster
yellows phytoplasma on the fitness of aster leafhopper (Homoptera: Cicadelllidae).
Ann. Entomol. Soc. Am. 93(2): 271-276.

Bertaccini A., Franova J., Paltrinieri S., Martini M., Navratil M., Lugaresi C.,
Nebesarova J. and Simkova M. (1999): Leek proliferation: A new phytoplasma
disease in the Czech Republic and Italy. European Journal of Plant Pathology 105:
487-493.

Bertaccinil A. and Duduk B. (2009): Phytoplasma and phytoplasma diseases:
a review of recent research. Phytopathol. Mediterr. 48: 355-378.

Bressan, A., Girolami, V. and Boudon Padieu E., (2005): Reduced fitness
of the leafhopper vector Scaphoideus titanus exposed to Flavescence dorée
phytoplasma. Entomologia experimentalis et applicata 115(2): 283-290.

Carraro L., Ferrini F., Martini M., Ermacora P. and Loi N. (2008): A serious
epidemic of stolbur on celery. Journal of Plant Pathology 90(1): 131-135.

Christensen N. M., Axelsen K. B., Nicolaisen M. and Schulz A. (2005):
Phytoplasmas and their interactions with hosts. Trends in Plant Science 10(11):
526-535.

Credi R., Terlizzi F., Milanesi L., Bondavalli R., Cavallini G., Montermini A. and
Dradi D. (2006): Wild host plants of stolbur phytoplasma and its vector, Hyalesthes
obsoletus, at sites of grapevine Bois noir occurrence in Emilia-Romagna, Italy.
Extended abstracts 15th Meeting ICVG, Stellenbosch, South Africa, pp. 182-183.

Cvrkovi¢ T., Jovi¢ J., Mitrovic M., Krstic¢ O. and ToSevski [. (2014):
Experimental and molecular evidence of Reptalus panzeri as a natural vector of

Bois noir. Plant pathology 63: 42-53.

48



Cvrkovi¢ T., Jovi¢ J., Mitrovi¢ M., Krsti¢ O., Krnjaji¢ S. and ToSevski . (2011):
Potential new hemipteran vectors of stolbur phytoplasma in Serbian vineyards.
Bulletin of Insectology 64: S129- S130.

Deli¢ D., Seljak G., Martini M., Ermacora, P., Carraro L., Myrta A. and Duric,
G. (2007): Surveys for grapevine yellows phytoplasmas in Bosnia and
Herzegovina. Bulletin of Insectology, 60(2), 369.

Deng S., Hiruki C (1991): Amplification of 16S rRNA genes from culturable
and non-culturable mollicules. Journal of Microbiological Methods 14, 53-61.

Dér Z., Koczor S., Zsolnai B., Ember I., Kolber, M., Bertaccini A., and Alma A.
(2007): Scaphoideus titanus identified in Hungary. Bulletin of Insectology 60(2):
199.

Doi Y., Teranaka M., Yora K. and Asuyama (1967): Mycoplasma or PTLgroup
like microorganisms found in phloem elements of plan infected with mulberry
dwarf, potato witches” broom, aster yellows, or Paulownia witches” broom. Annals
of Phytopathological Society of Japan 33: 259-266.

Drobnjakovi¢ T., Peri¢ P., Marci¢ D., Picciau L., Alma A., Mitrovi¢ J., Duduk B.
and Bertaccini A. (2011): Leafhoppers and cixiids in phytoplasma-infected carrot
fields: Species composition and potential phytoplasma vectors. Pestic. Phytomed
25(4):311-318.

Duduk B., Peri¢ P., Marci¢ D., Drobnjakovi¢ T., Picciau L., Alma A. and
Bertaccini A. (2008): Phytoplasmas in carrots: Disease and potential vectors in
Serbia. Bulletin of Insectology 61:327-331.

Elliot S. L., Adler F. R. and Sabelis M. W. (2003): How virulent should a
parasite be to its vector? Ecology 84(10): 2568-2574.

Fialova R., Valova P., Balakishiyeva G., Danet J.-L., Safarova D., Foissac X.
and Navratil M. (2009): Genetic variability of stolbur phytophlasma in annual crop
and wild plant species in South Moravia. Journal of Plant Pathology 91:411-416.

Franova J., Petrzik K., Paprstein F., KuCerova J., Navratil M., Valova P.,
Nebesarova J., JakeSova H., (2007): Experiences with phytoplasma detection and
identification by different methods. Bulletin of Insectology 60: 247-248.

Frost K. E., Willis D. K. and Groves R. L. (2011): Detection and variability of
aster yellow phytoplasma titer in its insect vectors, Macrosteles quadrilineatus

(Hemiptera: Cicadellidae). Journal of Economic Entomology 104: 1800-1815.

49



Garnier M., Foissac X., Gaurivaud P., Laigret F., Renaudin J., Sailard C. And
Bové J. M. (2001): Mycoplasmas, plant, insect vectors and matrimonial triangle.
Life Sciences 324: 923-928.

Gatineau F., Larrue J., Clair D., Lorton F., Richard-Molard M. and Boudon-
Padieu E. (2001): A new natural planthopper vector of stolbur phytoplasma in the
genus Pentastiridius (Hemiptera: Cixiidae). European Journal of Plant
Pathology 107(3): 263-271.

Gundersen D. E., Lee I.-M. (1996): Ultrasensitive detection by nested-PCR
assai using two universal primer pairs. Phytophatologia Mediterranea 35, 144-151.

Hanboonsong Y., Choosai C., Panyim S. and Damak S. (2002): Transovarial
transmission of sugarcane white leaf phytoplasmas in the insect vector
Matsumuratettix hiroglyphicus (Matsumira). Insect Molecular Biology 11: 97-103.

Hoy C. W., Zhou X., Nault L. R., Miller S. A. and Styer J. (1999): Host Plant,
phytoplasma, and reproductive status effects on flight behaviour of aster
leafhopper (Homoptera: Cicadellidae). Entomological Society of America, pp. 523-
528

Kawakita H., Saiki T., Wei W., Mitsuhashi W., Watanabe K. and Sato M.
(2000): Identification of mulberry dwarf phytoplasmas in the genital organs and
egg of leafhopper Hishimonoides sellatiformis. Phytophatology 90: 909-914.

Kruger K., De Klerk A., Douglas-Smit N., Joubert J., Pietersen G. and Stiller
M. (2011): Aster yellows phytoplasma in grapevines: identification of vectors
in South Africa. Bulletin of Insectology 64: S137-S138.

Lee I. M., Gundersen-Rindal D. E., Davis R. E., Bottner K. D., Marcone C. and
Seemlller, E. (2004): ‘Candidatus Phytoplasma asteris’, a novel phytoplasma
taxon associated with aster yellows and related diseases. International Journal of
Systematic and Evolutionary Microbiology 54(4): 1037-1048.

Lee I.-M., Gundersen-Rindal D. E. and Bertaccini A. (1998): Phytoplasma:
ecology and genomic diversity. Phytopathology 88.12: 1359-1366.

Lee |.-M., Gundersen-Rindal D. E., Davis R. E. and Bartoszyk I. M. (1998):
Revised classification scheme of phytoplasmas based on RFLP analyses of 16S
RNA and ribosomal protein gene sequences. International Journal of Systematic
Bacteriology 48:1159-11609.

Lee 1.-M., Martini M., Bottner K. D., Dane R. A., Black M. C. and Troxclair N.
(2003): Ecological implications from a molecular analysis of phytoplasmas

50



involved in an aster yellows epidemic in various crops in Texas. Phytophatology
93: 894-901.

Lee, I. M., Hammond R. W., Davis R. E. and Gundersen D. E. (1993):
Universal amplification and analysis of pathogen 16S rDNA for classification and
identification of mycoplasma like organisms. Phytopathology, 83(8), 834-842.

Navrati M., Fialova R., Cervena G, Franova J., Kr§ka B., Maskova V.,
Mikulova H., Necas T., Petrusova J., Polak J., R0zi¢ka T., Salava J., Svoboda J.,
Safafova D., Valova P. and Zeman P. (2008): Fytoplazmy — Vyznamné patogeny
rostlin. ISBN 80-903545-2-1, 6, Univerzita Palackého v Olomouci ve spolupraci s
Ceskou fytoplatologickou spoleénosti

Navratil, M., Valova, P., Fialova, R., Lauterer, P., Safafova, D. and Stary, M.
(2009): The incidence of stolbur disease and associated yield losses in vegetable
crops in South Moravia (Czech Republic). Crop protection, 28(10), 898-904.

Nickel H. (2003): The leafhoppers and planthoppers of Germany (Hemiptera,
Auchernorrhyncha): Patterns and strategies in a highly diverse group of
phytophagous Insects. Copublished by Pensoft Publishers, Sofia-Moscow (ISBN
954-642-169-3) and Goecke & Evers, Keltern (ISBN 3-931374-09-2).

Palermo S., Elekes M., Botti S., Ember I., Alma A., Orosz A., Bertaccini A. and
Kolber M. (2004): Presence of stolbur phytoplasma in cixiidae in hungarian
vineyards. Vitis 43: 201-203.

Quaglino F., Zhao Y., Casati, P., Bulgari D., Bianco P. A., Wei W., & Davis R.
E. (2013): ‘Candidatus Phytoplasma solani’, a novel taxon associated with stolbur-
and Bois noir-related diseases of plants. International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology, 63(Pt 8), 2879-2894.

Riedle-Bauer M., Sara A. and Regner F. (2008): Transmission of a stolbur
phytoplasma by the agallinae leafhopper Anaceratgalli ribauti (Hemiptera,
Auchernorrhyncha, Cicadellidae). Phytophatology 156: 687-690.

Riedle-Bauer M., Tiefenbrunner W., Otreba J., Hanak K., Schildberger B. and
Regner F. (2006): Epidemiological observations on Bois noir in Austrian
vineyards. Mitteilungen Klosterneuburg, 56(2006), 166-170.

Schneider B. Seemduler E., Smart C. D., Kirkpatrick B. C. (1995) Phylogenic
classification of plant pathogenic mycoplasmalike organisms or phytoplasmas In:
Razin S., Tully J. G. (eds.): Molecular and Diagnostics Pricedures in

Mycoplasmalogy, New York, Academic Press, pp. 369-380.
51



Shitaka E., Wen-Sheng T. and Matsumoto T. (1969): Mycoplasma or PLT like
microorganisms detected in leaves of sugarcane plants infected with white-leaf
disease and the suppression of the disease symptoms by the antibiotics
of tetracycline Group. Journal of the Faculty of Agriculture, Hokkaido University,
pp. 79-90.

Szendrei Z. (2012): The impact of plant association on Macrosteles
quadrilineatus management in carrots. Entolomogia Experimentalis et Applicata
143: 191 -198

Webb D. R., Bonfiglioli R. G., Carraro L., Osler R. and Symons R. H. (1999):
Oligonucleotides as hybridisation probes to localise phytoplasmas in host plant
and insect vectors. Phytophatology 89: 894-901.

Wei W., Davis R. E., Lee I.-M. and Zhao Y. (2007): Computer-stimulated
RFLP analysis of 16S rRNA genes: Identification of ten new phytoplasma groups.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 57:1855-1867.

Westdal, P. H., Barrett C. F. and Richardson H. P. (1960): The six-spotted
leafhopper, Macrosteles fascifrons (Stal.) and aster yellows in Manitoba. Canadian
Journal of Plant Science 41(2): 320-331.

Wilson M. R. and Weintraub P. G. (2007): An introduction to Auchenorrhyncha
phytoplasma vectors. Bulletin of Insectology 60: 177-178.

52



