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1 CiL METODIKY - UVOD

Problematika vyskytu fytoplazem na naSem uzemi je zndmd od
50. aZ 60. let minulého stoleti. V té dobé bylo Casto popisovano
onemocnéni bez prokazatelné potvrzeného ptivodce zpusobujici
pred¢asné odumirdni merunék a ¢asto spojované s apoplexii. V po-
catku se tyto choroby radily mezi viry a pozdéji k mykoplazmam
(MLO) a aZ posléze byla prokazana nova skupina patogenti nazvana
jako fytoplazmy.

V soucasné dobé dosahuji ekonomické ztraty v produké¢nich vy-
sadbach a mnoZitelskych porostech ovocnych druht zptisobené
fytoplazmami nezanedbatelnych milionovych hodnot, a to v celém
Evropském spoleCenstvi. Jednotlivé fytoplazmy atakuji hostitel-
ské ovocné druhy v raznych regionech proménlivé. Napriklad ‘Ca.
Phytoplasma prunorum’ (fytoplazma evropské Zloutenky peckovin)
vyznamné ovliviiuje péstovani merunék ve Francii, Itali, Spanélsku
a samozrejmé i v CR. ‘Ca. Phytoplasma pyri’ (fytoplazma chradnu-
ti hru$né) je kriticky rozsirend v Némecku. ‘Ca. Phytoplasma mali’
(fytoplazma proliferace jablon€) zndma jako proliferace jabloné po-
stihuje vSechny vyznamné regiony s produkci jablek.

Pro naSe podminky jsou nejvétsim infekénim zdrojem fyto-
plazem zemé jizni Evropy, odkud se dovaZi nejvice vysadbového
a Skolkarského materidlu. Vyzkum ze sousednich zemi (Madarsko,
Rakousko, Slovensko, Itdlie) prokdzal, Ze se u nich ve vysadbdach
peckovin nevyskytuji pouze evropské autochtonni fytoplazmy
(‘Ca. P. prunorum’), ale také nékteré typy z USA nebo Dédlného vy-
chodu (napf. Little peach, Peach rosette, Peach western x — disease,
California peach yellow leaf roll), coZz znamend, Ze je jen otazkou
Casu, kdy se objevi i ve vysadbdch u néas. Tyto pro evropské pomeéry
cizi fytoplazmy byly nalezeny predevsim ve Slechtitelskych a geno-
fondovych vysadbach.

Prenos fytoplazem je dnes jiZ dostateCné objasnén. Jednd se
0 prirozeny prenos merami a krisy a dale o umélé Sifeni nékterymi
vegetativnimi zplisoby rozmnoZovani.

Fytoplazmy je moZzné detekovat molekuldrné genetickymi meto-
dami PCR (nested) a nasledné urcit metodou RFLP. Pro orientacni
detekci 1ze pouzit fluorescencni mikroskopii (DAPI). Pro detekci AP
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byla pouZivéna séra uplatnitelnd v metodé ELISA (podobny prin-
cip jako detekce virti). Detekénim standardem se dnes stdva metoda
real-time PCR. Z novéjSich metod se zaCind vyuZivat metody LAMP
(Loop-mediated isothermal amplification) a pripadné jeji modifi-
kace Blue LAMP. Obé tyto metody ale maji doposud nedoreSenou
presnost praveé u fytoplazem ze skupiny proliferace jabloné.

Ochrana vici fytoplazmam spociva zejména v zamezeni $ifeni
hmyzich vektor®, dodrZzovani certifika¢niho schématu pti dopésto-
vani sadby ovocnych dievin s pouZitim VF (virus free) a VT (virus
tested) rozmnoZovaciho materidlu a rezistentnich odrad (piipadné
tolerantnich) a zejména v cileném hledani tolerantnich, pripadné
odolnych genotypu.

Cilem metodiky je definovat jednotny, funk¢ni a opakovatelny po-
stup kvantifikace fytoplazmatického obsahu v pletivech ovocnych
dievin. Dvodem jsou pravé vyse uvedené skutecnosti spojené s ne-
dostatkem odolnych odriad a vysokou proinfikovanosti produkénich
sadd a mate¢nych roubovych i semennych porosta.

Hlavni vyuzZiti této metodiky je cileno na postupy Slechté-
ni odolnych genotypll a fenotypizaci potencidlné tolerantnich/
odolnych potomstev (jedinc), pripadné prirozenych zdroja rezis-
tence (publika¢né prokazany pouze v pripadé ‘Ca. P. mali’), existuji-li
iu ostatnich ovocnych druhti. Kvantifikace v pletivech pomize pii
studiu interakci fytoplazmy a hostitele, pfi hodnoceni odolnosti Ci
tolerance.
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2 VLASTNI POPIS METODIKY
2.1 Historie objevu fytoplazem

Prvni onemocnéni fytoplazmou bylo popsdno zhruba pred jednim
tisicem let v Cin& b&hem dynastie Song, 960-1227, kde pivorky na-
zyvané jako ”Yao-yellow kind“ byly oslavovany jako nejkrasnéjsi
pivorikové keie a byly kazdoro¢né predkladdny na cisarsky dvur.
Svétle zelend barva kvétdl byla vysoce cenéna v Ciné po celd stale-
ti, ackoli pivorika méla zakrnély vzriist a z kvétl nevznikaly plody
se semeny. Trvalo vice nez 800 let, nez mohlo byt prokizano, Ze
pric¢inou tohoto nestandardniho vzrastu a barvy kvétd pivonék je
onemocnéni zptisobené fytoplazmami. Odrtdy pivonék podobného
typu se v Ciné péstovaly jesté v 70. letech 20. stoleti (MARAMOROSCH
et al., 1988, 2011).

Dal$i pisemnd zminka o nemoci pravdépodobné zplisobené
fytoplazmami, oznacované jako zakrslost moruSovniku s proje-
vem neurcitého onemocnéni, byla poprvé popsdna a pozorovana
v Japonsku v obdobi vlady tzv. S6gunatu Tokugawa (tzv. obdobi Edo -
JIFEFX / Tokugawa shogunate) v letech 1603-1868, kdy se tato
nemoc Siroce rozsirila a ptsobila zdvazné §kody na morusovych
plantazich (OKUDA, 1972).

Dalsi historické zminky uvadi pripady vyskytu metlovitosti pav-
lovnie, Zloutenky a Zluté zakrslosti ryZe, které byly zaznamendny
jiZ okolo roku 1900 (KUNKEL, 1926; LEE et al., 2000; OKUDA, 1972).

Fytoplazmy jako patogenni organismy prezivajici ve floému rost-
lin byly v novodobé historii poprvé identifikovany a popsany v roce
1967 (DOI et al., 1967) pomoci elektronové mikroskopie, a to u pre-
paratd odebranych ze stromt morusi postiZenych pravé zakrslosti.
Soucasné byly stejné organismy potvrzeny u preparatil piiprave-
nych z lyka rostliny bramboru a pavlovnie postiZenych metlovitosti
a dale u petunie postiZzené Zloutenkou aster. ProtoZze morfologie
téchto organismi vyskytujicich se v sitkovicich lyka a obcas i v pa-
renchymu lyka byla podobné organismim ze skupiny Zivocisnych
patogent z tiidy Mollicutes (bakterie bez bunécné stény) nazyva-
né mykoplazmy, byly nazvdny ,mycoplasma-like organism®, ve
zkratce MLOs (DOI et al., 1967). Shodou okolnosti byly mykoplazmy
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pozorovany ve veterindrnilaboratori na stejné fakulté a také pomo-
ci elektronového mikroskopu, ale o nékolik let dfive (IIDA, 1972).
Nésledné bylo k MLOs prifazeno mnoho nové objevenych chorob
s podobnymi priznaky vCetné spiroplazmoz. V roce 1990 byla fylo-
genetickou analyzou sekvenci DNA ziskanych z téchto organismi
prokdzana existence velké monofyletické skupiny uvnitr tfidy
Mollicutes, pricemz k jejich oznacovani byl navrZen trividlni nazev
fytoplazmy. V roce 1994 bylo pracovni skupinou pro fytoplazmy
na 10. kongresu Mezinarodni organizace pro mykoplazmoézy (I0M
- International Organization of Mycoplasmology) prijato ke kolek-
tivnimu oznacovani MLOs oznaceni ,,phytoplasma“ (McCOY et al,
1989; LEE a DAVIS 1992; HOGENHOUT et al., 2008; DICKINSON et al.,
2013; BERTACCINI et al., 2014).

Dalsi organismy zahrnuté do tridy Mollicutes jsou mykoplazmy,
acholeplazmy a spiroplazmy a jim blizce piibuzné bakterie jako
Bacillus, Clostridium a Streptococcus. WOESE et al. (1980) naznaci-
li, Ze rody jako Mycoplasma, Spiroplasma a Acholeplasma pochdazi
z jediné linie odvozené z grampozitivnich bakterii (WOESE, 1987),
coZ bylo potvrzeno v nékolika dalSich studiich (WEISBURG et al.,
1989). Vroce 1989 byla sekvence genu 16S rRNA pochéazejici z MLOs
(Oenothera virescence phytoplasma) patrici do skupiny zZloutenky
aster srovnana s Acholeplasma laidlawii, Spiroplasma citri a nékoli-
ka mykoplazmami (LIM a SEARS, 1989). Na zdkladé této analyzy bylo
navrzeno zarazeni fytopatogennich MLO do tridy Mollicutes a také
bylo prokadzéano, Zze MLO jsou vice piibuzné rodu Acholeplasma
neZ rodu Spiroplasma nebo evolu¢né vzdalenym Zivoc€iSnym my-
koplazmam. Tyto vysledky byly potvrzeny také pomoci analyzy
nékolika ribozomdélnich proteinovych sekvenci a sekvenci genu
16S rRNA (LIM a SEARS, 1991, 1992; KUSKE a KIRKPATRICK, 1992;
NAMBA et al., 1993 a, b; SEEMULLER et al., 1994; TOTH et al., 1994).
Fylogenetické analyzy zaloZené na rtiznych konzervativnich genech
prokéazaly, ze MLO predstavuji priikaznou a zietelnou monofyletic-
kou skupinu v ramci tfidy Mollicutes.

V soucasné dobé je v databazi GenBank ulozZeno vice nez 1 000
sekvenci, na jejichZz zdkladé bylo navrZeno, aby byly fytoplazmy
zafazeny do nového rodu ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (IRPCM,
2004). Pravé s pomoci sekvence oligonukleotidli unikatniho regionu
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16S TRNA CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT byly fytoplazmy defi-
novany jako patogen ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’. Kmen muze
byt v podstaté popsan jako novy druh ‘Ca. Phytoplasma’ (species),
jestliZe ma jeho 16S rRNA sekvence genu menS$i podobnost (< 97,5 %)
nez sekvence jakéhokoliv drive popsaného druhu ‘Ca. Phytoplasma’.
0Od té doby aZ doposud bylo formdalné popsano 35 ‘Ca. Phytoplasma
species’ (AROCHA et al., 2005; DAVIS et al., 1997; GRIFFITHS et al.,
1999; HIRUKI a WANG 2004; IRPCM, 2004; JUNG et al., 2002, 2003;
LEE et al., 2004a, b, 2006; MARCONE et al., 2004a, b; MONTANO et al,,
2001; SAWAYANAGI et al., 1999; SCHNEIDER et al., 2005; SEEMULLER
a SCHNEIDER 2004; VALIUNAS et al., 2006; VERDIN et al., 2003; ZREIK
et al., 1995). Dale byl uznan popis u nékterych dalSich fytoplazem,
jako napf. ‘Ca. P. vitis’, ‘Ca. P. palmae’, ‘Ca. P. luffae’, ‘Ca. P. cocostan-
zianae’, ‘Ca. P. cocosnigeriae’ (IPRCM, 2004).

PrestoZe existuje vice neZz 1 000 16S rRNA genovych sekven-
ci fytoplazem archivovanych v databdzi GenBank je zrejmé, Ze
dalsi konzervativnéjSi sekventni DNA markery by mély byt po-
uzivany jednak pro lep$i rozliSeni a také k identifikaci kmeni
fytoplazem, paklize maji byt nalezeny rozdily v patogenité, ve
vztazich k vektorim a citlivosti k hostitelim. Konkrétni genové
sekvence ribosomalniho proteinu mohou odhalit vice variaci nez
16S rDNA a analyzy provedené pomoci RFLP nebo sekvencovanim
tuf ptipadné SecY gent ukazuji také zretelné ndznaky kment fyto-
plazem propojené s jejich geografickym ptvodem (SCHNEIDER et
al., 1997; MARCONE et al., 1999, 2000; MARTINI et al., 2007; LEE et
al., 2010; LEE et al., 2012; MITROVIC et al., 2011), pFicemz se také
pouzivaji pro epidemiologické studie s cilem vypracovat strategii
managementu a kontroly nad hlavnimi chorobami zptGsobenymi
fytoplazmami.

Kompletni sekvenace genomu byla zatim dokoncena u dvou
kment fytoplazmy Zloutenky astry (‘Ca. P. asteris’), ddle dvou kme-
na ‘Ca. P. australiense’ a kmene proliferace jabloné ‘Ca. P. mali’.
(ANDERSEN et al., 2013; BAI et al., 2006; KUBE et al., 2008; OSHIMA
et al., 2004; TRAN-NGUYEN et al., 2008). Vyzkum fytoplazem za
obdobi témér 50 let pokrocil tak daleko, Ze v soucasné dobé je popi-
sovano az 1 000 onemocnéni zptisobenych fytoplazmami po celém
sveété (MARAMOROSCH, 2011).
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Obr.1 HOGENHOUT et al, 2008: Fylogenetické schéma
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Fylogenetické schéma bylo konstruovano metodou neighbour joining (SAITOU
a NEI, 1987) s pouzitim 16S rRNA sekvence genu ziskaného z fytoplazem,
acholeplazem, mykoplazem, spiroplazem, z Mesoplasa florum, Ureaplasma
parvum, Bacillus subtilis a Escherichia coli. Fytoplazmy jsou zafazeny do jednoho
shluku, ktery je izolovany od Acholeplasma spp. Cisla na vétvich jsou hodnoty

10
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Bootstrap (zobrazeny jsou pouze hodnoty > 80 %). Evidenc¢ni ¢isla GenBank
jsou uvedena v zavorkdch. Hvézdi¢ky oznacuji navrhovand prozatimni jména
(IRPCM, 2004). Zkratky: AlloY, allocasuarina yellows; AlImWB, Almond witches’
broom; AP, apple proliferation; AshyY, ash yellows; AUSGY, Australian grapevine
yellows; AY, aster yellows; AY-WB, aster yellows phytoplasma strain witches’
broom; BGWL, Bermuda grass white leaf; BVGY, Buckland valley grapevine
yellows; BWB, buckthorn witches’ broom; Ca. P., Candidatus Phytoplasma; ChY,
Chinaberry yellows; CnWB, chestnut witches’ broom; CP, clover proliferation;
ESFY, European stone fruit yellows; EY, elm yellows; FD, flavescence dorée
of grapevine; HibWB, Hibiscus witches’ broom; JHP, Japanese Hydrangea
phyllody; JWB, jujube witches’ broom; LD, coconut lethal yellowing; LDN,
coconut lethal yellowing; LY, coconut lethal yellowing; LfWB, loofah witches’
broom; M., Mycoplasma; OY, onion yellows; PAY, papaya; PD, pear decline; PPT,
potato purple top wilt; PPWB, Caribbean pigeon pea witches’ broom; RYD, rice
yellow dwarf; S., Spiroplasma; SCYLP, sugarcane yellow leaf syndrome; SpaWB,
spartium witches’ broom; SPLL, sweet potato little leaf; STOL, stolbur; Strawy,
strawberry yellows; ViLL, Vigna little leaf; WBDL, witches’ broom disease of
lime; WX, western X-disease.

2.2 Charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy jsou nehelikdlni prokaryontni rostlinné patogeny,
které mohou zpiisobovat vyznamné ztraty vynosu u raznych hos-
podéarsky vyznamnych plodin po celém svété (LEE et al, 2000;
BERTACCINI, 2007). Jsou razeny mezi obligdtni endofyty rostlin
a hmyzu a ve vétSiné piipadd potiebuji oba hostitele pro vlastni
roz$irovani v prirodé. V rostlinach z@stavaji vétSinou lokalizovany
ve floému (DOI et al., 1967, WHITCOMB a TULLY, 1989) a ddle se
roz$iruji po celé rostliné prichodem pres sitka (cribrum) sitkovico-
vého parenchymu, ktery oddéluje sitkovice floému.

Fytoplazmy patii mezi tzv. pleomorfni bakterie o velikosti od
200 do 800 nm, primérné pak okolo 500 nm. Pleomorfni jsou kvili
absenci bunécné stény, nicméné maji jednotkovou bunécnou mem-
branu, cytoplazmu, ribozomy, chromozomy a kruhové plazmidy,
DNAiRNA. Vultratenkych rezechje mozné je identifikovatjako kom-
plex silné rozvétvenych vroubkovanych vldken nebo jako kulovité

1
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polymorfni ¢astice (FLORENCE a CAMERON, 1978; WATERS a HUNT,
1980; CHRISTENSEN et al., 2005). Fytoplazmy maji velmi malé geno-
my o velikosti od 530 do 1 350 kb (primérné 750 kb) a nizky obsah
G+C bézi ve své DNA, okolo 23,0-29,5 Mol % (GUNDERSEN et al.,
1996; MARCONE et al., 1999; LEE et al., 2000; OSHIMA et al., 2004;
FIRRAO et al., 2005; BAI et al., 2006). Konkrétni nukleotidy, které jsou
charakteristické pro ‘Ca. Phytoplasma’ jsou: A v pozici 242, T v pozi-
ci 286 a T v pozici 1247 (v sekvenci GenBank pristupové ¢. M30790).
Vedle genomického segmentu 16S rDNA — mezigenovy mezernik
(intergenic spacer, IGS) — 23S rDNA, jsou analyzovany i geny pro
ribozomalni proteiny (rp) a tuf gen (IRPCM, 2004). Oligonukleotidy,
které jsou specifické pro ‘Ca. Phytoplasma’ na 16S rRNA genu byly
publikovany v pracich mnoha autori napf: DENG a HIRUKI, 1991;
AHRENS a SEEMULLER, 1992; FIRRAO et al., 1993; LEE et al., 1993b;
NAMBA et al., 1993b; SCHNEIDER et al., 1993; PADOVAN et al., 1995;
GUNDERSEN a LEE, 1996. VSechny kmeny ‘Ca. Phytoplasma’, které
byly doposud zkouméany, maji dva rRNA operony (SEEMULLER et al.,
1994; FIRRAO et al., 1996b; LAUER a SEEMULLER, 2000; PADOVAN
et al., 2000; MARCONE a SEEMULLER, 2001) a obvykle jeden tRNA-
Ile v oblasti mezigenového mezerniku mezi geny 16S a 23S rRNA
(KUSKE a KIRKPATRICK, 1992; SMART et al., 1996). Heterogenita
obou operont je ziejma u nékterych fytoplazem (LEE et al., 1993a;
FIRRAO et al., 1996a; LIEFTING et al., 1996; DAVIS a SINCLAIR,
1998; JOMANTIENE et al,, 2002). Fytoplazmy se svym minimdlnim
genomem patii k nejjednodussim zndmym prirozené samoroz-
mnozujicim se formdm Zivota, na hranici mezi Zivymi bunécnymi
organismy a viry (CHRISTENSEN et al., 2005).

2.3 Translokace fytoplazem uvnitf rostliny

Fytoplazmy se prendseji slinami hmyzich vektort do penetrova-
nych bunék floému, ze kterych se v rostliné $ifi systémové pomoci
kontinudlniho systému sitkovic. Fytoplazmy jsou pleomorfni a do-
statetné malé, tak aby mohly volné projit sitkovicemi, takZe by
mohly byt jen undseny spolu s asimilacnim tokem z list do rostlin-
nych orgdnt zpracovavajicich cukr, podobné jako u vird. V souladu

s tim bylo experimentalné zjiSténo, Ze fytoplazmy byly obsaZeny
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ve vodivych pletivech organt, jako jsou nezralé listy a kofeny, pfi-
cemz zdrojové listy zlstaly neinfikované (SIDDIQUE et al., 1998).
Naproti tomu byl potvrzen vysoky titr u zdrojovych listd a nizka
kolonizace u vodivych pletiv (KAMINSKA et al., 2003; CHRISTENSEN
et al., 2004, NECASOVA et al., 2016). Studie zaméfené na translokaci
fytoplazem po lokalizované inokulaci (WEI et al., 2004) nebo rekolo-
nizaci stromt (GARCIA-CHAPA et al., 2003), dokladaji, Ze translokaci
fytoplazem uvnitf rostliny nelze vysvétlit pouze asimila¢nim to-
kem, ackoliv aktivni pohyb fytoplazem vypada nepravdépodobné
i s ohledem na nedostatek genti kédujicich prvky cytoskeletu nebo
biciky. Vzhledem k tomu, Ze u fytoplazem bylo prokdzano, Ze se pri-
drzuji hostitelskych bunék (LEFOL et al., 1993), stejné jako je tomu
u jinych Mollicutes (RAZIN et al., 1998; BERG et al., 2001), fytoplaz-
my se mohou pridrzovat a rist podél bunééné membrany sitkovic
i proti asimila¢nimu toku (CHRISTENSEN et al., 2005).

Pro urychleni vyzkumu fytoplazem by mozZnost jejich kultivace
na médiu byla vysoce prinosnd. I v pripadé vyzkumu mykoplazméz
byly kompletné sekvencovany pouze genomy kultivovatelnych dru-
hd. Nicméné v letech 2004 a 2006 byly publikovany genomy dvou
fytoplazem (OSHIMA et al., 2004; BAl et al., 2006). Tyto genomoveé se-
kvence prinesly nové poznatky, které by mohly vést k vyznamnému
rozvoji kultiva¢nich médii a diagnostickych testli pro fytoplazmy.

Fytoplazmy jsou obecné vnimavé k antibiotikiim tetracyklinové
rady, ale ne k penicilinu (ISHIE et al., 1967). Dale jsou membrany
fytoplazem rezistentni k digitoninu, ale silné vnimavé k hypotonic-
kému prostredi (LIM et al., 1992).

2.4 Vektory a prenos fytoplazem

V obecné rovineé je prenos fytoplazem mozny dvojim zptsobem, kdy
jeden je zcela ptirozenym zplisobem §ifeni téchto organismii vznik-
Iym v pribéhu evoluce a druhy vznikl jako disledek lidské ¢innosti.
Prirozené se fytoplazmy $iii pomoci hmyzich vektord, jako jsou
krisci, svitilky a mery, a také kokotici (Cuscuta spp.), rostlinnym pa-
razitem z ¢eledi Convolvulaceae (MARCONE et al., 1997; PRIBYLOVA
a SPAK, 2013). Clovék pak plsobi na $ifeni fytoplazem vegetativnimi
zplsoby mnoZeni péstovanych rostlin, zahrnujicimi jak pfimé, tak
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nepiimé zplsoby mnozeni. Mezi hlavni zpGsoby Siteni fytoplazem
vegetativnim rozmnoZovanim patfi Stépovdni, rizkovani a in-vitro
kultury. Ddle mohou byt Sifeny infikovanymi dcefinymi hlizami,
cibulemi, oddenky a také délenim trst (trvalky). Fytoplazmy nelze
prendset z rostliny na rostlinu rostlinnou mizou ani nadradim, jako je
tomu u rostlinnych virti (WHITCOMB a TULLY, 1989).

V souvislosti s hmyzimi vektory existuji teorie, které naznacuji,
Ze fytopatogenni Mollicutes mohly vzniknout z organismu Zijicich
v hmyzim organismu. Pfi sani hmyzu na rostlinadch mohly byt bak-
terie Mollicutes preneseny do rostlinnych pletiv, uvnitt kterych
se vyvinuly v parazity (HACKETT et al, 1989). Samozrejmé nefy-
topatogenni a nekultivovatelné MLO, které by mohly byt spojené
s fytopatogennimi Mollicutes, byly pozorovany u nékolika hmyzich
radu, které se zivi sanim rostlinnych tekutin (KIRKPATRICK, 1992).

Obr. 2 Obraz priiezu bunék sitkovic s fytoplazmami
(elektronovy mikroskop, zvétSeni 6000x (BERTACCINI A., 2014).
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2.5 Popis fytoplazem ze skupiny 16 SrX

2.5.1 ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ - fytoplazma
evropské Zloutenky peckovin (ESFY)

Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (ESFY — European stone
fruit yellows phytoplasma) (synonyma: phytoplasma prunorum,
apricot chlorotic leafroll phytoplasma (ACLR), decline of Japanese
plum, dieback of apricot, European yellows of peach, plum lepto-
necrosis apod.)

PredCasné odumirani postihujicijaponské slivoné a merurky bylo
popsano na zacatku 20. stoleti v sadech, které se nachazely napric
jiZni ¢asti Francie a Italie. Odumirdni spojené s apoplexii u meru-
nék bylo poprvé popsdno CHABROLINEM (1924). Toto onemocnéni
nékolika druhti peckovin bylo pozdéji oznaceno jako ,,Apricot chlo-
rotic leaf roll“ (ACLR - chloroticka svinutka listd merunék). ,Peach
yellows®, ,,Plum leptonecrosis“ (PLN) nebo ,,Plum decline“ byly pt-
vodné pokladany za virové choroby, nebot se pfenasely Stépovanim
(USDA, 2012).

ProtoZze LORENZ et al. (1994), SEEMULLER a FOSTER (1995)
a MARCONE et al. (1996) dospéli k zavéru, Ze mnohé onemocnéni
rodu Prunus v Evropé, popsané pod réznymi nazvy, napt. apricot
chlorotic leafroll, cherry Moliéres disease, Japanese plum decline,
nectarine chlorotic leaf roll, peach decline, peach rosette (objevena
v Italii, MARCONE a RAGOZZINE, 1994), peach vein clearing, peach
vein enlargement, peach yellows (European), plum leptonecrosis
(poprvé zaznamendna v Italii na japonskych slivonich (Prunus salici-
na) GOIDANICHEM v roce 1933) a dalSi nemoci postihujici mandloné
a kvetouci tiesné (P. serrulata), jsou zpltisobeny stejnou fytoplazmou
(nebo geneticky velmi podobnymi fytoplazmami), bylo proto navrze-
no sjednocujici oznaceni European stone fruit yellows phytoplasma
(Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin). V ramci studia tohoto
onemocnéni bylo pozorovano nékolik kment, které se lisi virulenci,
specificitou hostitele a schopnosti indukovat riist mimo vegetac¢ni se-
zonu. ESFY je uzce pribuzna s fytoplazmou proliferace jabloné (EPPO
/ CABI, 1996a), s fytoplazmou chradnuti hrusni (EPPO / CABI, 1996b)
a déle s nékolika malo dalSimi fytoplazmami ze skupiny proliferace
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jabloné (AHRENS et al., 1993; LORENZ et al., 1994; SEEMULLER et
al., 1994). Nicméné se 1iSi od nékterych fytoplazem pochdzejicich
z evropskych peckovin a také se liSi od fytoplazmy oznacované jako
peach X-disease (syn. Western X-disease), kterd je hlavnim patoge-
nem v Severni Americe, ale nevyskytuje se v Evropé (AHRENS et al.,
1993; LORENZ et al., 1994; SEEMULLER et al., 1994).

Nékteri autori tvrdi, Ze i u ESFY lze rozlisit riizné kmeny fytoplaz-
my. Jsou to napriklad GENTIT et al. (1998), ktefi zjistili na spole¢ném
indikdtoru (GF 305) na jedné strané zretelné symptomy ACLR a na
druhé strané peach vein clearing a Japanese plum decline (a také
fytoplazmy peach yellows a peach yellow leaf roll). LEE et al. (1995)
zjistili, Ze kmeny fytoplazmy spojené s onemocnénim nectarine
chlorotic leaf roll patfi do skupiny Zloutenky astry. V roce 2004 bylo
navrzeno zaradit fytoplazmy v rdmci nového rodu Candidatus (Ca.)
Phytoplasma a samotnou fytoplazmu evropské Zloutenky pecko-
vin (ESFY) jako ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ (SEEMULLER
a SCHNEIDER, 2004).

Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin, je doposud jediny
potvrzeny patogen zplsobujici fytoplazmé6zni onemocnéni u rodu
Prunus v Evropé, ktery muZe pretrvavat v nadzemnich ¢astech
stromu v celém vegetacnim obdobi a soucasné celoro¢né v kore-
novém systému stromu (SEEMULLER et al., 1998b; JARAUSCH et
al., 1999a). Monitorovani populace fytoplazmy fluorescen¢ni mi-
kroskopickou metodou DAPI a metodou PCR ukdzalo, Ze patogen
v jarnim obdobi pomalu kolonizuje listy, coz odpovida kolonizacni-
mu schématu shodnému s fytoplazmami ‘Ca. P. mali’ a ‘Ca. P. pyri’.
Systémova kolonizace infikovanych stromt probiha od cervence az
do pozdniho podzimu. U vnimavych genotypt specifické priznaky
vysoce koreluji s pritomnosti patogenu (JARAUSCH et al., 1999b).
‘Ca. P. prunorum’ je etiologickym ptivodcem ESFY a je povazZovan za
nych druhd rodu Prunus.

Analyza nukleotidové sekvence 16S rDNA odhalila rozdily, které
se pohybuji v rozmezi 1,0 aZ 1,5 %, coZ je pod hranici 2,5 % potteb-
nych pro zarazeni jako samostatného druhu. Nicméné rozliSeni
druhd ‘Ca. P. prunoruny’, ‘Ca. P. mali’ a ‘Ca. P. pyri’ bylo provedeno
na zakladé jinych molekuldrnich markert, a to oblasti 16S-23S rRNA

16



VLASTN{ POPIS METODIKY

a ribozomdlniho proteinu, dale na zdkladé sérologického srovnani
(zaloZené na identifikaci imp, imunodominantniho membranového
proteinu), identifikaci vektorového prenosu a hostitelskych dru-
zich (LOI et al, 2002; SEEMULLER a SCHNEIDER, 2004). Tyto
fytoplazmy jsou také charakterizovany tim, Ze jejich genomy jsou
organizovany do linedrniho chromozomu, coZ je vyjime¢né mezi
fytoplazmami i mezi bakteriemi. Molekuldrni studie za pouZiti hyb-
ridizace southern blot, RFLP a sekvence PCR produkti amplifikace
ribozomdlni a neribozomdlni DNA ukazala, Ze ‘Ca. P. prunorum’ je
pomérné homogennim organismem v celé Evropé (AHRENS et al,,
1993; LORENZ et al., 1994; KISON et al., 1997; JARAUSCH et al., 1998,
2000a; SEEMULLER et al., 1998b; SEEMULLER a SCHNEIDER, 2004).
V mezidruhovych srovnanich ESFY/AP, ESFY/PD, ESFY/PYLR a agen-
t& ESFY/PDTW byly rozdily v 16S sekvencich rDNA 1,3-1,5; 1,2-1,3;
1,4-1,6 a 1,2-1,4 % (SEEMULLER a SCHNEIDER, 2004; LIU et al., 2007).
Daleko vzdalenéjsi ‘Ca. P. prunorum’ jsou Ctyri dalsi fytoplazmy ze
stejné skupiny proliferace jabloné: ‘Ca. P. spartii’ (Carovénik/metlo-
vitost viteéniku), ‘Ca. P. rhamni’ (Carovénik/metlovitost rakytniku),
‘Ca. P. allocasuarinae’ (Zloutenka allocasuariny) a ‘Ca. P. tamaricis’
(salt cedar witches’ broom). Tyto fytoplazmy rozdéluje 94% a 97,1%
sekvencni podobnost 16S rDNA s ‘Ca. P. prunorum’ (MARCONE
et al.,, 2004ab; ZHAO et al., 2009). ‘Ca. P. prunorum’ se liSi v 16/23S
rDNA mezigenovém mezerniku (region mezi geny 16S a 23S rDNA)
v sekvenci nukleotidti od 1,3 % do 3 % od ostatnich fytoplazem na-
padajicich ovocné dreviny ze skupiny AP (‘Ca. P. mali’ a ‘Ca. P. pyri’)
avice neZ 11 % od ostatnich fytoplazem ze skupiny AP (MARCONE et
al., 2004ab; SEEMULLER a SCHNEIDER, 2004; LIU et al., 2007).

‘Ca. P. prunorum’ indukuje priznaky predevSim na listech a le-
torostech (vyhonech), které se mohou liSit v zavislosti na druhu
hostitele, podnozi, odridé, virulenci kmeni fytoplazmy, koncentraci
fytoplazmy, klimatickych podminkach, stafi stromi a populaci hmy-
ziho vektoru (SEEMULLER a FOSTER, 1995; KISON a SEEMULLER,
2001; THEBAUD et al., 2006).

Mezi nejtypictéjsi priznaky, které lze pozorovat u vétSiny infi-
kovanych jedinct druht@t Prunus patfi rast mimo sezénu (na konci
a pred zacatkem vegetacniho obdobi) a predcasné raSeni listovych
pupent pred kvétem. V 1été je nejbéznéjsim priznakem Zloutnuti
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listti nebo Cervenani listt v kombinaci se svinutkou listi (LEDERER
a SEEMULLER, 1992; SEEMULLER a FOSTER, 1995; LAIMER
a BERTACCINTI, 2008; JARAUSH et al., 1998, 2008). Jednim z hlavnich
aspektl infekce ‘Ca. P. prunorum’ je vysoka mira umrtnosti stro-
mi merunék, japonskych slivoni a broskvoni zejména na citlivych
podnoZzich. Vét§inou merurnkové stromy uhynou 12 az 24 mésicti po
prvnim vyskytu symptomu. Tato doba mlZe byt vyznamné zkrace-
na na obdobi tydnt, je-li jako podnoZ pouzita broskvorn. Dokonce
tolerantni druhy, jakym je evropska Svestka, kterd také mtze uhy-
nout po silnych zimnich mrazech, zejména je-li naoCkovdna na
citlivé podnoZi. Typické priznaky ESFY jsou béZné v jiznich evrop-
skych regionech, ale v souc¢asné dobé byly pozorovany i v Némecku
(JARAUSCH et al., 2008).

Hostitelsky okruh rostlin ‘Ca. P. prunorum’ zahrnuje pfednostné
dfeviny rodu Prunus. V prirodnich podminkach se vyskytuje ze-
jména na Prunus armeniaca L., P. salicina Lindley a P. persica (L.)
Batsch. Nicméné patogen je také béZzny na mandlonich (P. dulcis
(Mill.) D. A. Webb, syn. P. amygdalus) a okrasnych tfeSnich, saku-
rach (Prunus serrulata Lindl.) (SEEMULLER et al., 1998b). V pfirodé
(v okoli ovocnych sadt) uvadi CARRARO et al. (2002) jako ¢asté hos-
titelské rostliny (jak pro vektor Cacopsylla pruni, tak i pro pavodce
onemocnéni ‘Ca. P. prunorum’) Prunus cerasifera Ehrh., Prunus
domestica L. a Prunus spinosa L., jeZ jsou nezbytné pro uzavieni
epidemiologického cyklu bez ohledu na kultivované stromy v sadu.
Diky témto divoce rostoucim druhtim mize fytoplazma prezivat
v prirodé nezavisle na citlivych kulturnich rostlindch (CARRARO et
al., 2002; JARAUSCH et al., 2007).



VLASTN{ POPIS METODIKY

Obr. 3 Vlevo jeden z typickych symptoma
fytoplazmy ESFY ,,svinutka listi“ na bazi letorostt.
Obr. 4 Vpravo typicka intenzivni ,,chloroticka svinutka listG“.

Obr. 5 Vliv fytoplazmy ESFY na dozravani plodd u odrtdy
‘Arzami aromatnyj’, vlevo plody z infikovaného stromu
fytoplazmou, vpravo ze zdravého stromu sklizené
ve stejném terminu (21. 7. 2006).
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Obr. 6 Vlevo, na obrazku dole, typicky symptom fytoplazmy ESFY
,rustova deprese“ v porovnani se zdravym letorostem.
Obr. 7 Vpravo pired¢asné vybarvovani listti infikovanych strom®.

Obr. 8 Chlorotickd svinutka listi jako projev ESFY
na broskvoni (letorost vpravo).
Obr. 9 Predcasné vybarvovani (Cervenani) broskvoni uméle
infikovanych fytoplazmou ESFY v nddobovém pokusu.
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Obr. 10 Vliv fytoplazmy na kvalitu plodt u odrtady
'Veselka' — vlevo nedozralé, Spatné vybarvené plody
z infikovaného stromu, vpravo plody ze zdravého stromu
sklizené ve stejném terminu (19. 7. 2004).

Obr. 11 Vlevo nedostatecné lignifikované pecky merunék
z infikovanych stromt fytoplazmou ESFY, vpravo pecky
z plodl ze zdravych stromd merunék.
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2.5.2 ‘Candidatus Phytoplasma mali’ - fytoplazma
proliferace jabloné (AP)

Proliferace jabloné (synonyma: apple proliferation phytoplasma (AP),
phytoplasma mali, apple witches” broom phytoplasma) byla popr-
vé popsana v Itdlii v roce 1950 (RUI et al., 1950). Od tohoto roku byla
pritomnost této choroby hlaSena postupné ze vSech zemi stiedni a jiz-
ni Evropy (LORENZ et al., 1995). V roce 2005 bylo v Itdlii (Trentino)
zjisténo, Ze az 65 % stromd jabloni je infikovanych fytoplazmou, a to
zejména ve vysadbach starSich nez 25 let. Na naSem uzemi pochdazi
prvni tidaje o vyskytu této choroby z 60. let (BLATTNY a BLATTNY, 1960)
a k vyznamnému Sifeni dochazelo zejména v 70. letech vysadbovym
materidlem. Od 90. let dochdzi v mnoha zemich k opétovnému Sireni
choroby. Na uzemi CR je v poslednich letech rovnéz pozorovén zvyse-
ny vyskyt, ve vétSi mife zejména ve starSich, zanedbanych vysadbdch,
které jsou vSak dlouhodobym zdrojem infekce a odkud se infekce Sifi
také do produkénich vysadeb (FIALOVA et al., 2003; ORSAGOVA 2011).

Prvni identifikace a specifickd detekce kauzalniho patogenu
proliferace jako ‘Candidatus Phytoplasma mali’ (‘Ca. P. mali’) byla
ziskana hybridizaci dot blot za pouZiti klonovaného fragmentu jeho
chromozomalni DNA (BONNET et al., 1990). Vyvoj specifickych pri-
merl zaloZenych na 16S rDNA a na neribozomélnich sekvencich
‘Ca. P. mali’ ve spojeni s analyzou polymorfismu délky restrikénich
fragmentd (RFLP) PCR produkti ukdzaly, Ze s timto onemocnénim je
spojeno nékolik geneticky mirné odliSnych fytoplazem (SCHNEIDER
et al., 1993; KISON et al., 1994; JARAUSCH et al., 1994a). Navic ana-
lyza velikosti chromozom@ nékolika fytoplazem ukazala, Ze dva
izolaty ‘Ca. P. mali’ mély velikost genomu asi 600 kb (AT z Némecka)
a 690 kb (AP15 z Itdlie). Pro srovndni, ‘Ca. P. prunorum’ ma veli-
kost 630 kb a ‘Ca. P. pyri’ ma velikosti 660 kb. Pro ‘Ca. P. mali’ byla
na pozici 1393-1409 detekovana charakteristicka typova sekvence
5-AATACTCGAAACCAGTA-3’ (MARCONE et al., 1999; SEEMULLER
a SCHNEIDER, 2004; KUBE et al., 2008). V roce 2007 byla dokonce-
na genomova sekvence ‘Ca. P. mali’ (kmen AT) (KUBE et al., 2007
a 2008). Ackoli jsou tyto tfi fytoplazmy charakterizovany uzkymi
rozdily ve velikosti chromozomt a vysokou podobnosti 16S rDNA
sekvenci, prokdzalo se, Ze jejich variabilita je mirné vyssi v oblasti
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mezigenového mezerniku 16S-23S rDNA (SMART et al., 1996) a kon-
centrovanéjsi v sekvenci regionu kddujiciho extraceluldrni oblast
imunodominantniho proteinu (IMP) (SEEMULLER a SCHNEIDER,
2004). IMP mtzZe hrat roli v interakci mezi patogenem a hostitelem,
coZ by také mohlo vysvétlit vysokou specificnost ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P.
prunorum’ a ‘Ca. P. pyri’ u riznych rostlinnych a hmyzich hostiteld
(BERG et al.,, 1999; BARBARA et al., 2001, 2002; MORTON et al., 2003).

Proliferace jabloné je jednim z nejvyznamnéjsich fytoplazmatic-
kych onemocnéni jabloni, které postihuje témér vSechny kultivary
a snizuje u nich velikost plodli, hmotnost a vnitfni kvalitu plodd.
Vyznamné také snizuje vzristnost stromu a zvySuje nachylnost k cho-
robam, zejména k padli jabloriovému (Podosphaera leucotricha (Ellis
& Everh.) E.S. Salmon) (MASZKIEWICZ et al., 1980) a stiibritosti lis-
tl (Chondrostereum purpureum (Pers.) Pouzar) (NEMETH, 1986).
Onemocnéni bylo rovnéz detekovano u genotypi rezistentnich vici
strupovitosti jabloné (Venturia inaequalis (Cooce) G. Winter) (LOI et
al., 1995). Kofenovy systém infikovanych stromi z@stdva kolonizo-
van po cely Zivot zejména v pripadé, Ze jsou Stépovany na kulturnich
podnoZich Malus x domestica (SCHAPER a SEEMULLER, 1982, 1984;
SEEMULLER et al., 1984a, b; CARRARO et al., 2004).

Typickym ptiznakem onemocnéni zptisobenym ‘Ca. P. mali’ je tzv.
metlovitost (proliferace ocek letorostl) vytvarejici se na konci letorostd,
kterd je zplisobend poruchou apikalni dominance u takto postizenych
letorostti. U nemocnych strom jsou listy obecné mensi a protahlejsi,
s neobvykle zvétSenymi palisty. Plody jsou mensi (aZ o 50 %), zploStélé,
jejich hmotnost mutze byt redukovana o 63-74 % a maji delsi stopky
a horsi chutové vlastnosti. Plodnost je nizs$i a nepravidelna. Maze do-
chazet i k pozdnimu a opakovanému kveteni. Velmi casto dochdazi
k predcasnému vybarvovani listli (Cervenani) listi (KUNZE, 1989).

Distribuce fytoplazmy v rdmci stromu je také zavisla na teploté. Ve
Francii byly fytoplazmy nalezeny ve stromech pfi teplotach 21-25 °C
za soucasného symptomatického projevu. Pri teplotach 29-32 °C byly
priznaky inhibovany a fytoplazmy byly zjiStény pouze v kofenech.
Nicméné pri nizsi teploté dochazelo k opétovné rekolonizaci kmene.

Jablonl (Malus Mill.) je hlavnim hostitelem ‘Ca. P. mali’. Zptsob
péstovani jabloni ovliviiuje interakce mezi patogenem a hostite-
lem, nicméné prevazna vétsina odrid je nachylna. Onemocnéni lze
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pozorovat bud na kulturnich odrtidach, nebo na podnozich, a stej-
neé tak na okrasnych a divoce rostoucich zastupcich rodu Malus.

Obr. 12 Typicka metlovistost (proliferace)
na kosternich vétvich jabloni.

Obr. 13 Prorustajici ocka na letorostu jabloné
jako symptom fytoplazmy proliferace jabloné.
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Obr. 14 Typicka metlovitost vyhont jabloné pti infekei fytoplaz-
mou proliferace jabloné (citliva odrtida Golden Delicious).

Obr. 15 Vlevo detail prortstajicich letorost
z ocek jako diisledek infekce AP.
Obr. 16 Vpravo jiz vytvoreny ,,metlovity“
prirtstek v obdobi dozravani plodd.
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2.5.3 ‘Candidatus Phytoplasma pyri’ - fytoplazma
chradnuti hrusné (PD)

Chradnuti hruSné (synonyma: pear decline, phytoplasma pyri,
decline of pear, leaf curl of pear, moria disease of pear atd.) zpaQ-
sobilo thyn vice nez 50 000 stromu v Italii béhem let 1945-1947.
Prvni popis onemocnéni pochdzi z Britské Kolumbie jiz z roku
1948 (McLARTY, 1948) a béhem stejného roku ze statu Washington
(BLODGETT et al., 1955). O nékolik let pozdéji byla nemoc zjiSténa
i v Oregonu (BLODGETT et al., 1955) a v Connecticutu (McINTYRE
et al.,, 1978). Po epidemickém vyskytu choroby chradnuti hrusné
v Kalifornii v letech 1959-1961, v jejimZ dtsledku uhynulo vice
nez zhruba jeden milién hrusni (NICHOLS et al., 1960ab), byl vy-
skyt onemocnéni kratce poté hldSen i v dalSich zemich. V soucasné
dobé byl vyskyt zaznamendn v evropskych zemich, jako je Francie,
Spanélsko, Recko, Italie a Némecko, v zemich Jizni Ameriky, jako
je Argentina, a také v asijskych zemich, jako je Iran a Tchaj-wan
(SEEMULLER et al., 1992).

Onemocnéni je spojeno s fadou nespecifickych priznaki: ¢erve-
nani listl, zvinéni listl, predcasny opad listli, defektni vyvoj plodu,
ristova deprese, pomaly nebo rychly thyn stromd.

Choroba se miiZe rozvinout ve dvou podobdch:

a) u stromd, kde je floém poskozen do té miry, Ze v pribéhu
vegetace trpi kofenovy systém deficitem Zivin v dasledku
omezeného transportu asimilat®, dochdzi k vadnuti listt a plo-
dl, nasledné k listové spale (hnédnuti) a odumfeni listd.
Nasleduje thyn, kdy rostlina odumte béhem nékolika tydnt.

b) nastava progresivni oslabeni stromu, které mutze byt riizné
zavazné. Termindlni rist je oslaben nebo miiZe byt uplné po-
tlacen. Pocet listil je redukovan a jsou malé, koZovité a svétle
zelené s mirné zvinénymi okraji, velikost plodt je redukovana.
Na podzim listy abnormalné vybarvuji do Cervena a predcas-
né opaddvaji. Nastdvd pozvolny uhyn, pri kterém rostlina
pomalu chiadne a béhem nékolika let odumira (BLOMQUIST
et al., 2002).
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Symptomy prisuzované tomuto onemocnéni se vyskytuji v pozdnim
1été s vyvojem predcasného vybarveni listu postiZzenych stromd.
Vétsina odriid reaguje predcasnym vybarvenim listi do ervena, ale
nékteré odridy mohou predcasné vybarvovat do zZluté barvy listh
(SEEMULLER, 1992). Listy mohou mit mens3i listové ¢epele, nékteré
se svinuji a predcasné opadavaji. Nasledujici rok v jarnim obdobi
stromy trpi rlstovou depresi, listy se vyskytuji casto jen sporadicky
a jsou nedokonale vybarvené (bledé). Intenzita jarnich symptomi
muze byt rizna od absence az po uhyn. V pletivu kiiry se mohou
vyskytovat nekrotické 1éze. Tyto symptomy ale mohou mit mnoho
dalSich pri€in (nedostatek vody, poSkozeni kofene, disafinita s pod-
noZi ¢i jiné choroby nebo $ktdci) (SEEMULLER a HARRIES, 2010).

Ackoli je kveteni v pocatecnich fazich infekce pomérné boha-
té a intenzivni, pozdéji je kvétni nasada stejné jako nasada plodid
redukovana. Riistova deprese v nékolika po sobé jdoucich vegetac-
nich obdobich vede ke vzniku zakrslych vyhont piipominajicich
listové rtzice. Vétsina vlaseCnicovych koient (nasavacich) odumi-
ra, zatimco hlavni kofeny se zdaji neposkozené. Po odstranéni kliry
z mista Stépovani je zretelné hnédé zbarveni kambidlniho pletiva.
Symptom zbarveni pletiva neplati disledné a béhem vegetacniho
obdobi mtiZe pletivo vyblednout (EPPO, 2006).

‘Ca. P. pyri’, kterd je fylogeneticky uzce spojena s ‘Ca. P. mali’,
reaguje v systému hostitel/patogen stejnou interakci v kofenech
podnozi jako ‘Ca. P. mali’, respektive kolisdnim koncentrace a re-
kolonizaci do kmene, viz ‘Ca. P. mali’ (SCHAPER a SEEMULLER,
1982; SEEMULLER et al., 1984b). ‘Ca. P. pyri’ se vyskytuje v plné
vyvinutych sitkovicovych bunkach floému postizenych stromd.
Detekovatelnd je ale aZ v pozdnim 1ét€, na podzim a brzy v zimé
(SCHAPER a SEEMULLER, 1982). Fytoplazmu obvykle nelze deteko-
vat v nadzemnich ¢astech stromu na jare, ale po celou dobu roku
je detekovatelnd v korenech postiZenych stromt, pokud jsou stro-
my roubovany na hrusiiovych podnoZich nebo jsou pravokofenné.
Jsou-li stromy roubovany na nékteré kdouloriové podnoZe, detekce
z korend je nespolehliva. Patogen muze byt také v rdmci stromu
nerovnomeérné rozsiren, coz vyZaduje pro diagnostiku odbér z né-
kolika rtiznych ¢asti stromu. Doporucuje se vysettit kiru dva az tii
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roky starého dieva ze tfi riznych ¢asti stromu dohromady s jednim
vzorkem z kmene (EPPO, 2006).

Béhem epidemie fytoplazmového onemocnéni v zdpadni Casti
Severni Ameriky stromy na orientdlnich podnozich jako P. pyrifo-
lia (syn. P. serotina) a P. ussuriensis trpély onemocnénim vice nez
stromy na podnoZich P. calleryana a P. communis cv. ‘Bartlett’ (syn.
Williamsova, v USA se pouZiva jako pravokorenna podnoz). U téchto
stromi byly pozorovany zavazné histopatologické zmény v sekun-
darnim floému u citlivych podnoZi, kde dochézelo k vytvareni
kaldzy v sitkovicich floému, k odumirani bunék sitkovic a vytva-
feni nového floému. Kromé toho dochédzelo k akumulaci Skrobu
nad formacemi pupent a k vy€erpani §krobu pod touto linii. Tyto
symptomy jsou prokazatelné tizce spojené s intenzitou symptomi
nadzemni ¢asti, proto byly u mdlo postiZzenych podnoZi nebo stro-
mi mirné, nebo se nevyskytovaly viibec. Z tohoto zjisténi vyplyva,
Ze translokace sacharidti z kmene do kofenti je ovlivnéna fytoplaz-
mou, coZ vede k thynu strom@ na citlivych podnozich (BATJER
a SCHNEIDER, 1960; BLODGETT et al., 1962). Proto se v oblasti
vyzkumu eliminace ‘Ca. P. pyri’ operuje s hypotézou, Ze nachylné
odriidy mohou byt uspésné péstovany na odolnych podnozich, po-
dobné jako u jabloni.
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Obr. 17 Vlevo zdravy letorost hrusné, vpravo letorost
se symptomy fytoplazmy chradnuti hrusné
(Pear decline phytoplasma, PD).

Obr. 18 Typické svinovani listl a ristova
deprese jako projev infekce PD.
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Obr. 19 Charakteristicka rtstova deprese
doprovazend svinovanim listd.
Obr. 20 Predcasné vybarvovani listd hrusni
jako projev infekce PD.

Obr. 21 Vlevo zdravy strom, vpravo strom vykazujici
cervendni listdl jako symptom fytoplazmy chiadnuti
hrusné (odrtida Packham‘s Triumph).
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Obr. 22 Vlevo symptomatické stromy s celkovym projevem
chradnuti stromu, vpravo zdravé stromy (odrida Williamsova).

2.6 Detekce fytoplazem ze skupiny 16 SrX

Fytoplazmy se ve floému ovocnych drevin vyskytuji v niZSich kon-
centracich a jejich rozmisténi v rostliné je nerovnomérné (LEE
et al., 2000). Vybér detekéni metody patfi k zdsadnimu kroku pfi
analyze rostlinnych vzorkd. V soucasnosti je k dispozici mnozstvi
metod i protokold liSicich se finanéni, technickou i personalni na-
rocnosti, ale i citlivosti a specifitou.

Detekce fytoplazem biologickymi metodami s vyuZitim elek-
tronového mikroskopu a barviva 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) patfi mezi nespecifické metody, které se vyznacuji nizkou
citlivosti a finanéné narocnym technickym vybavenim. VyuZiti
todou DAPI je doporucené k vyuziti v certifikacnim schématu pro
produkci certifikovaného rostlinného materialu (EPPO, 1999; EPPO,
2001). Tyto metody ale nejsou vhodné pro rutinni diagnostiku vel-
kého mnozstvi vzorka.
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Molekuldrni metody na bazi PCR patii v soucasnosti k rutin-
nim metodam vyuzivanym k identifikaci a diagnostice fytoplazem.
Témito metodami je mozné detekovat fytoplazmy napadajici ovoc-
né dfeviny na trovni 16 SrX skupiny (SEEMULLER et al., 1998b), ve
které se nachdzeji druhy ‘Ca. P. prunorum’, ‘Ca. P. mali’ i ‘Ca. P. pyr?’,
ale i na urovni druhu (LORENZ et al., 1995; JARAUSCH et al., 1998).
Zéakladni metodou v diagnostice fytoplazem ze skupiny 16 SrX je
nested PCR s naslednou analyzou RFLP (restriction fragment len-
gth polymorphism - polymorfismus délky restrik¢nich fragmenti)
(EPPO, 2017). Umoznuje detekovat a identifikovat patogen s vyssi
citlivosti nez klasicka jednokrokovd PCR. Nastupem real-time PCR se
zvysila rychlost i citlivost detekce a zaroven se v porovndni s nested
PCR snizilo riziko kontaminace, jelikoZ odpadd potreba dvojkro-
kové PCR. Tak jako u konvenc¢nich PCR protokold, jsou i u metody
real-time PCR k dispozici protokoly pro univerzalni (TORRES et al.,
2005; CHRISTENSEN et al., 2004) i specifickou detekci fytoplazem ze
skupiny 16 SrX (JARAUSCH et al., 2003; NIKOLIC et al., 2010; YVON
et al., 2009). Kromé detekce umoznuje real-time PCR navic i kvan-
tifikovat cilovy usek DNA ve vzorku. Real-time PCR se i pres vyssi
finan¢ni nadroc¢nost na pristrojové vybaveni stava diky témto vyho-
dam velmi vyuzivanou technikou.

2.6.1 Popis metody real-time PCR

Rozdil mezi metodami PCR a real-time PCR je v pouziti fluorescenc-
niho barviva, které indikuje narast amplifikovaného tseku DNA
v PCR reakci. Nejcastéji se fluorescencni barva primo interkaluje
do amplifikovaného useku DNA nebo mtze byt ve formé reporte-
ru naligovana na oligonukleotidu (tzv. hydrolyza¢ni sonda), ¢imz
se zvySuje specifita detekce. Vyuzitim citlivych detektor na za-
znamendni fluorescen¢niho signdlu se vyrazné zvysSuje citlivost
detekce oproti PCR. Diky zaznamenani fluorescenc¢niho signélu
v kazdém PCR cyklu je mozné presné urcit cyklus, ve kterém doslo
k nartstu fluorescence. Vzorek je vyhodnocen jako pozitivni, kdyz
fluorescencni kfivka protne tzv. threshold a zaznamend se hodno-
ta ct (threshold cycle). Threshold se nastavuje po ukonceni PCR do
oblasti, kde je nartst fluorescence v exponencialni fazi a kopiruje
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exponencidlni nartst poctu PCR produktd ve vzorku (Obr. 23).
V porovnani s metodou end-point PCR dochdzi k rozdilnému zazna-
mendvani pozitivity, jelikoZ u konvencnich metod PCR je vysledek
amplifikace sledovan az na urovni plateau faze, ale u metody real-
-time PCR je vysledek amplifikace sledovan jiZ ve fazi exponencidlni
(Obr. 23).

Real-time PCR umozZnuje kvantifikovat cilovy tusek DNA rela-
tivné, nebo absolutné. Dale bude text zaméfen na popis absolutni
kvantifikace, ktery se pouZiva pro urceni koncentrace fytoplazem
v rostlinnych pletivech.

V idedlnich podminkach dochazi v jednom cyklu PCR k zdvo-
jeni amplifikovaného useku DNA. Empiricky vypoctené z rovnice
2" =10 (n: pocet PCR cykll; 10: desetinasobné fedéni) dochdzi v PCR
reakci pri idealnich podminkach k desetindsobnému namnoZeni
amplifikovaného useku kazdych 3,32 cyklu (BUSTIN et al., 2012).
Plati tedy, Ze mezi dvéma vzorky, jejichZ rozdil koncentraci cilo-
vého useku DNA je desetindsobny, bude rozdil ct hodnot 3,32. Pfi
absolutni kvantifikaci metodou real-time PCR je pfi pouZiti standar-
dl se zndmymi koncentracemi cilového useku DNA mozné zpétné
vypocitat vstupni koncentraci cilového useku DNA v nezndmém
vzorku. V real-time PCR se desetindsobny rozdil mnozstvi cilového
useku DNA oznacuje jako k (slope) a vychazi z analyzy standard-
ni krivky, kde na ose y jsou hodnoty ct a na ose x logaritmické
vyjadreni koncentrace (Obr. 24). Plati, Ze logaritmické vyjadient
koncentrace je negativné korelovdano k hodnotam ct (BUSTIN et
al., 2012). Optimalni hodnota k (slope) je —3,32. Kvalitu amplifikace
udava efektivita, ktera se pocita z udaju slope a je vyjadrena jako
E = 107 3 je zpravidla prepo¢tena do procentuélniho vyjadfeni
%E = (E-1) x 100 %. Pfi optimélnich podminkdach, kde ke zdvojeni
dochézi v kazdém cyKluy, je E = 1077** = 2 a %E je (2-1) X 100 % =
100 % (BUSTIN et al., 2012). V praxi je akceptovatelné rozmezi mezi
90 a 110 % efektivity amplifikace (BUSTIN et al., 2012).

Pro evaluaci i optimalizaci béhu real-time PCR je nutné pouZit
technické replikace (vzorky a standardy alespor v triplikatech).
Stabilni protokol ma hodnoty korela¢niho koeficientu (R standard-
ni kiivky vys$si nez 0,99. U nezndmych vzorkd je opakovatelnost
vyjaddfena jako standardni chyba (SD, standard deviation) a neméla
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by prevySovat hodnoty 0,5 (BUSTIN et al., 2012). Hodnoty SD nad 0,5
indikuji u vzorkf s mnozZstvim cilového useku DNA vy$sim jak 10'
kopii malo optimalizovany protokol nebo pipetovaci chybu. U vzor-
kil s nizkym mnoZstvim cilového tseku DNA (Ffadové 10°-10" kopii)
jsou pak hodnoty nad 0,5 dany stochasticky. Z rovnice standardni
ktivky je nasledné mozné vypocitat koncentraci cilového useku
DNA nezndmého vzorku na zdkladé jeho hodnoty ct. Pfesné sta-
noveni koncentrace fytoplazem ve vzorcich ma prevaziné védecky
smysl. UmoZiiuje tak sledovat napf. fluktuaci fytoplazmy v pleti-
vech rostlin v prabéhu roku.

Obr. 23 Graf pribéhu fluorescence u real-time PCR.
ct: threshold cycle.
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ca

Obr. 24 Standardni kiivka z real-time PCR vytvorend
ze 7 diluénich bodt. %E (efektivita amplifikace): 97,09; R
(korelacni koeficient): 0,998; k (slope): —3,39.

Standard Curve
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Obr. 25 Piiklad rozloZeni vzorkd, standardni fady, negativky
a blanku pfi kvantifikaci na mikrotitra¢ni desticce.
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Obr. 26 Pribéh jednotlivych krokt programu
vizualizovanych na real-time termocykleru.
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2.7 Vysledky experiment(

2.7.1 Kvantifikace fytoplazem ovocnych drevin ze
skupiny 16 SrX pomoci real-time PCR

Pro potreby certifikované metodiky byl vybran real-time PCR proto-
kol podle CHRISTENSEN et al. (2004), ktery poslouZil na optimalizaci
pro absolutni kvantifikaci fytoplazem ze skupiny 16 SrX (‘Ca. P. pru-
norum’, ‘Ca. P. mali’, ‘Ca. P. pyri’) v pletivech druhti rodu Prunus,
Malus a Pyrus. JelikoZ je tento protokol univerzalni, umozZiuje
detekci rtiznych druhd fytoplazem z riznych skupin. Pro jiné kon-
krétni fytoplazmy je vhodné ovérit, popfipadé modifikovat princip
odbéru vzorkd, protokol pro izolaci DNA, ale i samotny real-time
PCR protokol. Oproti klasické detekci fytoplazem pomoci real-time
PCR je pro potfeby absolutni kvantifikace nutné zvysit pozornost
hlavné pti upravé vzorkul a izolaci DNA.

Odbér vzorkil a jejich tprava

Kvantifikovat fytoplazmy ze skupiny 16 SrX je mozné ve vSech rost-
linnych castech, které jsou pouzivany pro konvencni PCR detekci
téchto fytoplazem: stiedova Zilnatina listd, listové rapiky, lyko vy-
honti a segmenty koient.

Vzorek by mél byt primérny a rovhomérné odebrany z analy-
zované Casti rostliny. U vSech rostlin, které se budou porovnévat,
je nutné odebrat vzorky ze stejné casti rostliny, aby se predeslo
nesrovnalostem pfi vyhodnocovéni dat. R4dné oznacené a zabale-
né vzorky se v co nejkratsi dobé dopravi do laboratore, kde z nich
bude izolovdna DNA. Je dobré minimalizovat vSechny vlivy, které
by mohly mit za nésledek, Ze koncentrace fytoplazmy v pletivech
nebude mezi vzorky srovnatelnd. Proto by mély byt vSechny fak-
tory, které mtiZe odbératel ovlivnit (odebirana rostlinna ¢ast, doba
mezi odbérem a zpracovanim vzorku, uskladnéni apod.), stejné pro
vSechny vzorky. Pozornost by méla byt vénovana i obdobi odbé-
ru vzorkd, jelikoz koncentrace fytoplazem v rostlinnych pletivech
se v prib&hu roku méni (NECAS et al., 2005; 2008) a tim ovliviiuje
i ucinnost kvantifikace hlavné u rostlin, kde se predpokladd nizsi
koncentrace fytoplazmy v pletivech.
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Izolace DNA

Metodik na izolaci DNA za ucelem detekce fytoplazem ze skupiny
16 SrXje hned nékolik. Pro potfeby kvantifikace fytoplazmy je nutné
pouzivat piresné mnozstvi pufrt a vazit vzorky pied homogenizaci.
Proto ne kazdy protokol pouZivany pro detekci fytoplazem je vhod-
ny i pro kvantifikaci, pfipadné je potreba urcité kroky modifikovat.
Je vhodné mit na paméti, Ze pro kvantifikaci fytoplazem v pletivech
se vybiraji rostliny, u kterych je znadma pozitivita na fytoplazmy. Je
lované DNA, ale zato vysoké kvality.

Pro izolaci DNA z rostlinnych pletiv bude popsan modifikovany
protokol podle MAIXNERA et al. (1995). Extrakéni pufr sestava z 2%
CTAB, 2% PVP 25, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA (pH 8,0) a 100 mM Tris-
HCl (pH 8,0), ktery se po rozpusténi vSech komponentt sterilizuje
v autoklavu. VSechny zkumavky, skalpely i $picky jsou pred samot-
nou izolaci sterilizovany v autokldavu a pracovni povrchy umyty
a dekontaminovany vhodnymi prostredky. Chemické latky pouZzité
k izolaci by mély byt co nejvyssi kvality (minimdlné microbiology/
HPLC grade).

Postup:

1. Zesegmentl kofentl nebo vyhont se odstrani asi 0,5 cm spod-
ni ¢asti, kterd je zpravidla zoxidovand a nevhodnd na izolaci
DNA. Sterilnim skalpelem se odstrani klira a naskrabané lyko
se ihned vloZi do extrakéniho vaku Bioreba (CH) (pouZivané
v ELISA testech). V pripadé listovych rapikt a stredové zil-
natiny se skalpelem odstrani Cepel listd a takto pripraveny
rostlinny materidl se vlozi do extrakéniho vaku Bioreba.
Extrakéni vaky se zvaZzi na presnych vahdch s presnosti na
1 mg pred a po vloZeni rostlinného materidlu. Z jejich rozdilu
se stanovi presna vaha vzorku. Do extrakéniho vaku s rost-
linnym materidlem se nadavkuje 6 ml extrakéniho pufru.
Podle zkuSenosti s rodem Prunus, Malus i Pyrus je optimalni
mnozstvi rostlinného vzorku mezi 200 az 300 mg na 6 ml ex-
trakéniho pufru. U jinych rostlinnych druht se tento pomér
muze lisit. Vaky se nasledné udrzuji v ledové tiisti.
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10.

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.

18.

19.

Vzorky ve vacich se zhomogenizuji ru¢nim homogenizé-
rem (Bioreba, CH) nebo semiautomatickym homogenizérem
Homex 6 (Bioreba, CH).

Zhruba 1,5 az 2 ml homogendtu se prevede do 2ml centrifu-
gacni mikrozkumavky.

Centrifugace se provadi 4 minuty pfi 2 200 g pri pokojové
teploté.

Ze supernatantu se odpipetuje 1 ml do nové 2 ml centrifugac-
ni zkumavky typu Safe-Lock (Eppendorf, Némecko).

Vzorky se inkubuji po dobu 45 min. pfi 65 °C (vodni 1azen
nebo heat block).

Ke vzorkdm se pridd 1 ml smési chloroformu a isoamylalkoholu
(24:1) a obé faze se promichaji asi 1 min. obracenim zkumavek.
Nésleduje centrifugace 5 minut pfi 16 000 g pri pokojové
teploté.

Celkova vodni faze (zhruba 850 aZ 900 pl) se odpipetuje do
1,5 ml centrifugacni zkumavky.

K 1 x objemu vodni faze se prida 0,8 x objem isopropanolu
(v pripadé 900 pl vodni faze je to 720 pl isopropanolu; v pfi-
padé 850 pl vodni faze 680 ul isopropanolu) a obé faze se
promichaji 1 minutu obracenim zkumavek.

Nasleduje inkubace 15 minut pfi pokojové teploté.

Poté se provede centrifugace 15 minut pri 16 000 g pri 4 °C.
Supernatant se odstarni a zkumavky se priloZi k filtratnimu
papiru dnem vzhtru. Je nutné zvysit pozornost, aby nedoslo
ke ztraté peletu pri vylévani supernatantu.

Pelet se premyje 500 pl 70% etanolu, aby se odlepil od stény
zkumavky.

Znovu se provede centrifugace 10 minut pfi 16 000 g pti 4 °C.
Supernatant se odstarni a zkumavky se prilozi k filtraénimu
papiru dnem vzhiaru. Je nutné zvysit pozornost, aby nedoslo
ke ztraté peletu pri vylévani supernatantu.

Opakuji se body 14-16.

Pelet se vysusi v centrifugacnim DNA koncentratoru (45 min).
Pelet by mél byt po vysuseni prusvitny.

Pelet se resuspenduje ve 100 pl rozpoustédla (ddH,O, TE pufr).
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Je moZzné vyuzit také izolaci DNA kolonkovym komerénim kitem
DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, DE), kde je nutné odvazit vstupni
mnozstvi rostlinného materidlu po homogenizaci (obecné dopo-
rucovano 100 mg), ze kterého je izolovdna DNA.

Izolace DNA podle MAIXNERA et al. (1995) i DNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, DE) byly otestovany na kvalitu izolace DNA. U obou
izolac¢nich protokold byly smichany homogendaty vybraného pozi-
tivniho a negativniho vzorku v pomérech 1:0, 1:1, 1:4, 1:9 a 1:99,
pficemz se ziskala 100ndsobnd fedici fada, ktera poslouzila na
vytvoreni standardni krivky v real-time PCR. Vlastnosti stan-
dardnich krivek nasledné slouzily k vyhodnoceni kvality izola¢ni
metody. DNA byla izolovana zv1ast z listovych Fapiki a lyka z pozi-
tivni/negativni jabloné a merunky. Vzorky DNA byly analyzovany
v triplikatech s real-time PCR protokolem podle CHRISTENSEN et
al. (2004) (popsano v této metodice) v real-time PCR cykleru ECO
(Illumina, USA).

I navzdory variabilité v efektivité amplifikace (Tab. 1), ktera
byla v rozmezi akceptovatelnych 90-110 %, obé izola¢ni metody
prokazaly schopnost vérohodné izolovat DNA fytoplazem rtzné
koncentrace z rtiznych ¢asti rostlinnych pletiv jabloni i merunék.
Vétsi odchylky korelacniho koeficientu od optimdlni hodnoty
0,99 pii DNeasy Plant Mini Kit (Tab. 1 a Obr. 28) byly zptsobeny
pravdépodobné nerovnomeérnou distribuci bunék fytoplazmy v ho-
mogenizovaném rostlinném vzorku, kde na rozdil od kapalného
homogendtu u protokolu MAIXNERA et al. (1995) byl u DNeasy
Plant Mini Kit vzorek pripraven homogenizaci zmraZeného rost-
linného vzorku tlou¢kem v misce. Standardni krivky (Obr. 27
a 28) obou izola¢nich metod jsou rovnobézné a nevykazuji vyraz-
né odliSnosti v zdvislosti na rostlinném druhu ani rostlinné ¢asti.
Z obrazku 27 i 28 je patrny rozdil v ct hodnotach mezi izola¢nimi
metodami u stejnych vzorkl, kde vzorky izolované protokolem
MAIXNERA et al. (1995) dosahovaly obecné niZsi hodnoty ct nez
vzorky izolované kitem DNeasy Plant Mini Kit. Proto u vzorkd,
kde se predpoklada nizka koncentrace fytoplazem, je vhodnéjsi
pouzit protokol podle MAIXNERA et al. (1995), u kterého je vstupni
mnozstvi rostlinného pletiva pro izolaci i celkova vytéznost DNA
vySSineZ pri pouziti DNeasy Plant Mini Kit. Zhodnoceni CTAB+PVP
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(cetyltrimethylamonium bromid + polyvinylpyrrolidon) protoko-
14 a komercnich kit pro detekcei fytoplazem je popsano v préci
MASKOVE et al. (2009).

Tab.1 Vlastnosti dilu¢nich fad z real-time PCR podle protokolu
CHRISTENSEN et al. (2004) ze vzorkd izolovanych riznymi
protokoly z riznych ¢asti jabloni a merunék.

Izolaéni protokol Rostlinny material %E Slope (k) R?
jablon, listové Fapiky 90,62 -3,57 0,973
Maixner et al. (1995) merurika, lyko 92,43 -3,52 0,995
merurika, listové Fapiky 101,89 -3,28 0,996
jablon, Iyko 105,24 -3,20 0,992
DNeasy Plant Mini Kit jablon, listové rapiky 98,32 -3,36 0,965
(Qiagen) merurika, [yko 110,78 -3,09 0,978
merurika, listové rapiky 110,73 -3,09 0,903

R% korela¢ni koeficient, E: efektivita amplifikace

Metodika podle NAVRATILA et al. (2009) nebyla pro kvantifikaci
fytoplazem ovérovana. Tato metodika je rutinné vyuzivana v dia-
gnostice fytoplazem ze skupiny 16 SrX a vyuZziva tzv. enrichment,
kde dochdzi ke sniZeni poméru rostlinné DNA k fytoplazmoézni
DNA, a je zameéfena na ziskdni co nejvyssi kvantity fytoplazmoz-
ni DNA. Proto by byl pfepocet koncentrace fytoplazem na jednotky
rostlinného pletiva nepresny.
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Obr. 27 Standardni krivky dilu¢nich fad z real-time PCR
podle protokolu CHRISTENSEN et al. (2004) ze vzorkl
izolovanych protokolem podle MAIXNERA et al. (1995)

z rlznych ¢asti jabloni a merunék.

Standard Curve

o — merunika, lyko

0 — merunka, listové rapiky
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Obr. 28 Standardni kiivky dilu¢nich rad z real-time PCR
podle protokolu CHRISTENSEN et al. (2004) ze vzorkl
izolovanych soupravou DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, Némecko) z riiznych ¢asti jabloni a merunék.

Standard Curve

28

26

o — jablon, listové fapiky g %
22
0 —jablon, lyko \E\

0 —merunka, listové fapiky
20
o — merurika, lyko

10° 10' 10%
Quantity

OveTrent kvality vyizolované DNA

Kvalita izolace DNA se muZe stanovovat riznymi technikami.
Jednou z nejjednodusSich metod je stanoveni koncentrace a Cistoty
spektrofotometricky. Kvalita vyizolované DNA se v tomto pripadé
stanovuje jako pomér absorbanci A 260/230 nm a A 260/280 nm.
Pomér absorbanci A 260/230 nm by optimédlné mél mit hodnoty
1,8-2,2. Vyrazné odchylky od této hodnoty znac¢i kontaminace napf.
fenolickymi slouceninami, uhlovodiky, EDTA nebo i guanidinem
isothiokyanatem. Pomér absorbanci A 260/280 nm by mél mit opti-
malné hodnoty +1,8. Vyrazné nizsi odchylky od této hodnoty mohou
znacit kontaminaci proteiny, fenolem i jinymi kontaminanty absor-
bujicimi svételné délky v okoli 280 nm.
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(https://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/Thermo-
Scientific-NanoDrop-Products-Nucleic-Acid-Technical-Guide-EN.
pdf)

K dalSim metoddm stanoveni kvality vyizolované DNA patfi
kvantifikace rostlinného referenéniho genu metodou real-time
PCR. Referenc¢ni geny jsou zapojené ve vykonavani zdkladnich
funkci v burnikach a jejich vyskyt v genetické informaci bunék je
konstantni (EISENBERG a LEVANON, 2013). Ct hodnoty referenc-
nich gent v real-time PCR by mély byt u vSech vzorkd podobné.
Vyrazné odchylky ct hodnot, vy$si nebo nizs§i nez pramér, indikuji
nezadouci zmény priizolaci DNA. V takovych piipadech je vhodné
vzorek z testovani vyradit. P¥i vyhodnocovani odchylek od pra-
mérnych hodnot ct je potfeba zhodnotit hmotnost navazky a ¢ést
rostlinného materidlu, ze kterého byla DNA izolovdna. Vyradit
vzorky s velkymi odchylkami je mozné, pokud byla DNA izolovana
ze stejné rostlinné ¢asti a vzorky mély priblizné takovou hmot-
nost jako ostatni vzorky. U rostlin je moZné pouZit protokol na bdazi
hydrolyzacnich sond pro detekci genu 18S rRNA (CHRISTENSEN et
al., 2004). Protokoly pro kvantifikaci referen¢niho genu a fytopla-
zem je mozné multiplexovat do jedné real-time PCR reakce. Tato
certifikovand metodika je zamérena na metodologicky postup
kvantifikace fytoplazem, a proto multiplex real-time PCR protokol
zde nebude popisovan.

Real-time PCR protokol

Vzorky DNA s adekvatni kvalitou vyizolované DNA je moZné
déle pouzit pro kvantifikaci fytoplazmoézni DNA. V soucasnosti je
k dispozici nékolik real-time PCR protokold slouZicich k detekci
i kvantifikaci fytoplazem. Pro certifikovanou metodiku byl vybran
protokol podle CHRISTENSEN et al. (2004). Tento protokol patfi mezi
univerzalni protokoly, které umoznuji detekovat a kvantifikovat
kromé fytoplazem ze skupiny 16 SrX i vétSinu ostatnich znamych
fytoplazem. Protokol doporucuje organizace EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization) v navodu PM 7/62
(ANONYM, 2017) pro detekci fytoplazem ze skupiny 16 SrX. V praci
KISSE et al. (2016) byly pro detekci fytoplazem ze skupiny 16 SrX
porovndny real-time PCR protokoly na bdzi interkala¢nich barviv
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(JARAUSCH et al., 2003; YVON et al, 2009) i hydrolyzacnich sond
(NIKOLIC et al., 2010; CHRISTENSEN et al., 2004). Protokoly na bazi
hydrolyzacnich sond prokazaly desetindsobné vyssi citlivost neZ
protokoly na bazi interkala¢niho barviva, pricemz mezi protoko-
ly na bazi hydrolyzacnich sond byl protokol podle CHRISTENSEN

&jSi o59, — liMit detekce na urovni
95 %) pri srovnatelné efektivité amplifikace i korela¢niho koeficien-
tu s ostatnimi protokoly (Tab. 2).

Tab. 2 Porovndni vlastnosti protokold real-time PCR k detekci fy-
toplazem ze skupiny 16 SrX. Tabulka prevzata z publikace
KISS et al. (2016).

Patoaen Protokol LODoss, Detekéni limit Linearni regrese

9 real-time PCR (kopii) | nested PCR (kopii) | sjope (k)| R: | %E
Christensen et al. 2004 | 7,08x10? =5 0,999 | 90,01
Ca.P Nikolic et al. 20102 7,08x10? -3,45 0,998 | 94,87

© 6,93x10?
prunorum Yvon et al. 2009 7,07x10° -3,74 0,996 | 84,99
Jarausch et al. 1998 3,83x10° -3,67 0,996 | 87,27
Christensen et al. 2004 | 5,87x10' -3,46 0,998 | 94,41

Ca. P. mali 2,67x10%
Nikolic et al. 2010° 5,28x10? -3,46 0,994 | 94,69
Christensen et al. 2004 | 7,05x10' -3,67 0,997 | 87,32

Ca. P. pyri 2,96x10%
Nikolic et al. 2010¢ 3,02x10° -3,74 0,992 | 85,00

LOD,,: limit detekce na trovni 95 %, kde 95 % vzork(i s danou koncentraci je pozitivnich.
Kalkulace vypoctena v programu R.

Nested PCR: pouzité primery P1/P7 a f01/r01

2 pouZita ESFY sonda;  pouZita AP sonda; ¢ pouZita PD sonda

Sekvence oligonukleotid@ a hydrolyzacni Tagman sondy, sloZeni
reakce a teplotni profil real-time PCR protokolu CHRISTENSEN et
al. (2004) jsou uvedeny v tabulkach 3, 4 a 5. PCR protokol je zalo-
Zen na reagenciich firmy Promega. Sonda 16S rDNA mé& na 3" konci
oligonukleotidu naligovany zhdSe¢ BHQ1 (Black Hole Quencher 1),
narozdil od TAMRA (tetramethylrhodamine) pouzitého v pivod-
nim protokolu. Na provedeni protokolu tato zména nemd vliv. Na
real-time PCR cykleru je nutné nastavit pfi vybéru reporteru moz-
nost FAM (absorpce pri 495 nm a emise pfi 520 nm) a pfi vybéru
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zhdaSece (quencher) nefluorescentni zhasec. Jelikoz se jednd o pou-
ziti hydrolyzacnich sond, analyza bodu tani produktu (melt curve
analysis) neni potfebnd. Pozitivni kontrola, negativni kontrola
a kontrola bez DNA jsou kontrolnimi vzorky kvality kazdého re-
al-time PCR béhu.

Tab.3 Sekvence oligonukleotidd pro kvantifikaci fytoplazem
AP skupiny pomoci protokolu real-time PCR podle
CHRISTENSEN et al. (2004).

Oligonukleotid Sekvence
16S rDNA (Forward primer) 5"-CGTACGCAAGTATGAAACTTAAAGGA-3”
16S rDNA (Sonda) 5" FAM-TGACGGGACTCCGCACAAGCG -3"BHQ1
16S rDNA (Reverse primer) 57 -TCTTCGAATTAAACAACATGATCCA-3”

FAM - 6-carboxyfluorescein, reporter
BHQ1 - Black Hole Quencher 1, zhasec

Tab.4 Objem a koncentrace reagencii a vzorku DNA pro reakéni
smés protokolu podle CHRISTENSEN et al. (2004).

Reagence Zasobni koncentrace | Findlni koncentrace | Objem na 1 reakci (pl)
PCR grade voda 8,4
5X Colorless GoTaq Reac-
tion Buffer (Promega)* 5X Tx 40
dNTP’s (Promega) 10 mM (mix) 0,5 mM (mix) 1,0
MgCl, solution 25 mM 2mM 16
(Promega)
Forward primer 10 UM 03uM 06
(165 rDNA) H el b
Reverse primer
(165 rDNA) 10 uM 0,9 UM 1,8
Sonda (16S rDNA) 10 uM 0,2 uM 0,4
GoTaq G2 DNA
Polymerase (Promega) 5U/ul T 02
DNA 2,0
Celkem 20,0

* neobsahuje Mg*
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Tab.5 Teplotni profil, doba a pocet cykli protokolu podle
CHRISTENSEN et al. (2004).

Krok Teplota (°C) Doba (mm:ss) Pocet cykla
Aktivace polymerazy 95 02:00 1
Denaturace 95 00:15 40
Annealing + elongace 60 01:00 40

Instrumentace pro real-time PCR

VySe popsany protokol je mozné pouZit v kazdém real-time PCR
cykleru, ktery ma svételny zdroj a detektor umoznujici excitaci
a zaznamendni fluorescence reporteru FAM (absorpce pri 495 nm
a emise pri 520 nm). Objem reagencii je optimalizovan pro ECO re-
al-time PCR cykler (Illumina), ktery nevyZaduje ROX normalizaci.
Pro ROX normalizaci je potfeba protokol optimalizovat a validovat.
Po optimalizaci je moZné pouzit také jiny typ reporteru s prislus-
nym zhaSecem, pokud by real-time PCR cykler moZnost pouZziti FAM
nepodporoval.

Priprava standardu

Samotna kvantifikace cilového useku DNA vzorku je mozZzna diky
pouziti standardu se zndmou koncentraci cilového useku DNA.
Vytvorenim dilu¢ni rady standardu a néasledné standardni kriv-
ky je mozné vypocitat ptivodni koncentraci cilového tseku DNA
ve vzorku. Samotny standard a kvalita jeho pfipravy ma vliv na
stabilitu a opakovatelnost pripravy standardni kiivky a tim i na
kvalitu kvantifikace. Jako standard muze poslouzit genomicka DNA,
RT-PCR produkt, rekombinantni plazmid DNA, komer¢né syntetizo-
vané oligonukleotidy nebo umélé geny (PFAFFL, 2004). Genomicka
DNA, umeélé geny a rekombinantni plazmidy DNA patfi k nejstabil-
néjsim standardim a vykazuji vysokou miru opakovatelnosti i po
nékolika letech uchovani pfi -20 °C (PFAFFL, 2012). Pro potieby
certifikované metodiky byl standard pripraven ve formé rekom-
binantniho DNA plazmidu. Pokud budou opakovatelnost a kvalita
standardnich kiivek porovnatelné, je mozné pouZit jakykoliv vySe
popsany zpusob piipravy standardu i pro protokol real-time PCR
podle CHRISTENSEN et al. (2004).
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Obr. 29 Elektroforetickd fotka separovaného PCR produktu
podle protokolu CHRISTENSEN et al. (2004). M: 100 bp DNA
Ladder (NEB, GB); B: blank; 1 a 2: PCR produkt.

Obr. 30 Sedou barvou jsou zvyraznény regiony komplementér-
ni nebo totoZné se sondou (tu¢né podtrZzené pismo) a forward
(tu€né pismo) a reverse (podtrZzené pismo) primerem protokolu
podle CHRISTENSEN et al. (2004). Region je dlouhy 75 bp a nacha-
zi se mezi 865. a 939. nukleotidem u ‘Ca. P. prunorum’ (Acc. No.
AJ542545.1) a ‘Ca. P. mali’ (Acc. No. X68375.2) a mezi 860. a 934.
nukleotidem u ‘Ca. P. pyri’ (Acc. No. Y16392.1).

5’ATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCA
AGTATGAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCG
CACAAGCGGTGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGA
TACACGAAAAACCTTACCAGG 3°

Pripravé standardu predchéazela purifikace PCR produktu.
Vybrany DNA vzorek meruriky pozitivni na pritomnost ‘Ca. P.
prunorum’ byl pouZit na PCR amplifikaci podle protokolu podle
CHRISTENSEN et al. (2004) (Tab. 3, 4 a 5), pficemzZ objem sondy
byl nahrazen, PCR grade vodou. Amplifikovany region DNA je pro
fytoplazmy univerzalni (Obr. 30), proto je mozné pouzit i DNA
vzorky s potvrzenou pritomnosti ‘Ca. P. mali’ i ‘Ca. P. pyri’. PCR
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produkty byly separovany na 1% agardézovém gelu v elektroforéze
a vizualizovany interkala¢ni barvou GelRed (Biotium, USA) v dav-
ce 4 ul/100 ml gelu. PCR produkt ma velikost 75 bp (Obr. 29 a 30),
proto je nutné davat pozor, aby nedoslo ke ztraté produktu prili$
dlouhym béhem elektroforézy.

Po potvrzeni pritomnosti PCR produktu na UV transiluminatoru
byl PCR produkt z gelu opatrné vyrezan tak, aby byl co nejkartsi
dobu vystaven UV zareni. Vyfezané dily gelu s PCR produktem byly
purifikovany kitem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Machrey-
Nagel, Némecko) podle navodu.

Po urceni kvality a kvantity purifikovaného PCR produktu byl
standard pripraven (napi. fa. Generi Biotech, CR) zaklonovanim
purifikovaného PCR produktu do plazmidu. Plazmid se zaklonova-
nym PCR produktem byl vloZen do vektoru a kultivovan. Extrakci
plazmidu a urcenim jeho kvantity byl firmou dodan standard s kon-
krétnim poctem kopii cilového tiseku DNA na mikrolitr, konkrétné
10° kopif.ul™.

Vytvoreni dilucni rady standardu

Pro vérohodnou interpretaci vysledku jsou diluéni fady pripraveny
redénim standardu v rostlinné DNA testované negativné na pritom-
nost fytoplazem. Negativni rostlinnd DNA by méla byt vyizolovdna
stejnym izola¢nim protokolem a z druhu stejného nebo pribuzného
k testovanym vzorktm. Takto pfipravené body dilu¢ni fady nejlépe
reprezentuji podminky, které vznikaji béhem amplifikace v testo-
vanych vzorcich. Standard se zpravidla fedi desetindsobné. Takto
je mozZné ziskat ze standardu pvodni koncentrace 10° kopif.ul™
osmibodovou dilu¢ni fadu pokryvajici koncentrace od 10° kopif.ul™
po 10" kopii.ul™. Piiklad: do prvni z 8 kusii mikrozkumavek s 18 pl
rostlinné DNA testované negativné na fytoplazmy se napipetuji 2 pl
standardu o koncentraci 10° kopii.ul™, ziska se tak smés s koncent-
raci 10° kopii.ul™. Smés se kratce zvortexuje a sto¢i. Novou $pickou
se napipetuji 2 pl ze smési s koncentraci 10® kopif.ul™ a vloZi se
do dalsi zkumavky s pripravenymi 18 pl negativni rostlinné DNA.
Ziska se tak smés s koncentraci 10’ kopii.ul™'. Proces se opakuje aZ
do posledniho diluéniho bodu. Takto pripravenou dilu¢ni fadu je
mozné uchovéavat jako béZzné DNA vzorky.
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Vyhodnoceni standardni krivky

Pred samotnou absolutni kvantifikaci cilového useku DNA neznéa-
mych vzorkt je vhodné otestovat kvalitu dilu¢nich bodt vytvorenim
standardni krivky a analyzou hodnot slope (k), efektivity ampli-
fikace (E) a korela¢niho koeficientu (R?). Idedlni je porovnat nové
vytvolenou standardni kiivku s pfedchdazejici a v pripadé velkych
odliSnosti je vhodné vytvorit diluéni fadu znovu a otestovat ji stej-
nym zpusobem. Standardni kiivka by meéla pokryvat co nejvétsi
rozsah koncentrace cilového iseku DNA, minimalné 6 boda deseti-
nasobné dilu¢ni rady (BUSTIN et al., 2012).

Na obréazku 31 je standardni kfivka, kterd byla vytvofena vyse
popsanymi postupy pro pripravu reakéni smési PCR, standardu, di-
lu¢ni fady standardu. Reakce probéhly v real-time PCR cykleru ECO
(Illumina, USA) podle vySe popsaného teplotniho protokolu. Dilu¢ni
rada byla vytvorena v programu post PCR ECO Study (Illumina,
USA). Byla tvorena vzorky, kde byl zaklonovan standard redé-
ny v negativnim DNA vzorku vyizolovaném z broskvoné GF 305.
Vysledné koncentrace dilu¢nich bod® na reakci byla od 2 x 10’ do
2 x 10" kopii cilového useku DNA a kazdy bod dilu¢ni fady byl ana-
lyzovan v triplikatech. Vysledné parametry standardni kfivky jsou:
%E (efektivita amplifikace) = 97,09; R* (korela¢ni koeficient) = 0,998;
k (slope) = -3,39. Parametry takto vytvorené standardni kfivky jsou
dostatecné pro analyzu vzorkl s pomérné velkym rozsahem kon-
centrace patogenu.
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Obr. 31 Standardni krivka real-time PCR protokolu podle
CHRISTENSEN et al. (2004) vytvorend z dilu¢ni rady
standardu redéného v negativnim vzorku DNA izolované
z broskvoné GF 305. Vysledné parametry standardni
kiivky jsou: %E (efektivita amplifikace) = 97,09; R?
(korelac¢ni koeficient) = 0,998; k (slope) = —3,39.

Standard Curve

v

Vlastni kvantifikace

Nejlepsi vysledky absolutni kvantifikace jsou dosazitelné, kdyz jsou
v kazdém béhu real-time PCR pouZity i standardy pro vytvoreni di-
lu¢ni fady. Nové real-time PCR systémy vSak umoznuji v post PCR
softwarech normalizovat za pouZiti internich kontrol béhy mezi
sebou, a tak vyhodnocovat nékolik béhi real-time PCR s jednou
standardni krivkou. Takto je moZné uSetrit naklady na reagenciich
ipracovni sile.

Kontaminace a spravnost béhu se vyhodnocuji analyzou pozi-
tivni kontroly, negativni kontroly i blanku (kontrola bez nukleové
kyseliny). Pro relevanci se kontrolni vzorky analyzuji v duplikdtech
v kazdém béhu. Nezndmé vzorky se analyzuji vZdy alespon v tripli-
katech. Standardni odchylka hodnot ct se pohybuje do hodnoty 0,5.
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Pokud je tato hodnota vyssi, indikuje problémy s pipetovanim, s kva-
litou PCR mixu nebo instrumentu. Vys$si odchylky nez 0,5 jsou bézné
pri vzorcich/standardech s velmi nizkymi koncentracemi cilového
useku DNA (10" aZ 10° kopii.ul™), kdy stochasticky dochazi k nerov-
nomérnému odebrani mnoZstvi DNA pipetou. Testované vzorky,
které se nachazeji mimo rozpéti diluénich bod@ standardni kiivky,
jsou vyrazeny kviili nemoznosti ovérit vlastnosti amplifikace za tim-
to rozpétim.

MnozZstvi kopii cillového useku DNA ve vzroku vypoctené real-time
PCR softwarem na zdkladé standardni kiivky vSak neudava skutec-
nou koncentraci cilového useku DNA v ptivodnim vzorku. Efektivita
amplifikace, mnoZstvi DNA vloZené do reakce, mnozZstvi elu¢niho
pufru, redéni béhem izolace DNA, hmotnost rostlinného materidlu
pouzitého pro izolaci DNA i pocet lokust cilového useku DNA ve fy-
toplazmé jsou faktory, se kterymi je nutné pocitat pri stanovovani
skutecného mnozZstvi bunék fytoplazmy v rostlinném pletivu.

Fytoplazmy jsou obligdtni parazité vyskytujici se ve floému rost-
linného pletiva. Separovat burky fytoplazem z hostitelské rostliny
neni mozZné, a proto se vizolované DNA nachazi DNA z hostitelského
organismu i z fytoplazmy nachdazejici se v ném. Je proto prirozené
vztdhnout mnoZstvi fytoplazmy na mnoZzstvi jednotek hostitelského
organismu. Vzorky je vSak nutné mezi sebou normalizovat z da-
vodu riznych navazek rostlinné hmoty (ale i mnoZstvi hmyzich
vektortl) mezi vzorky. Normalizace je mozna vicero zptsoby, od
vyjadreni kvantity fytoplazem v poméru k mnoZstvi genomické
rostlinné DNA, poctu rostlinnych bunék urcenych kvantifikaci sin-
gle-copy genli (HAN et al., 2007), hmotnosti navdzky rostlinného
pletiva aZ po pocet hmyzich vektort. Pro certifikovanou metodiku
bude uveden vypocet pro normalizaci na hmotnost navazky rostlin-
ného pletiva. Je vSak mozné pouzit kterykoliv zplisob normalizace.

Vypocet:
X = AxBxC
(E-1)xDx2

x - mnozstvi bunék fytoplazmy na gram rostlinného pletiva
v pvodnim rostlinném vzoku
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A — mnozstvi kopif cilového useku DNA vzorku v PCR reakci (zis-
kéano ze softwaru real-time PCR instrumentu)
B — pomér celkového objemu vzorku DNA k poméru objemu DNA
vloZeného do reakce
C - fedéni rostlinného vzorku béhem izolace DNA
* v protokolu podle MAIXNERA et al. (1995) se do konecné
izolace pouzil 1 ml zhomogenizovaného vzorku z celko-
vych 6 ml extrakéniho pufru pouZitého pro homogenizaci.
Redéni ma hodnotu 6.
e pri pouziti soupravy DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen,
Némecko) se vzorek béhem izolace nefedi. Redéni ma hod-
notu 1.
D - hmotnost rostlinného vzorku pouZitého pro izolaci DNA
v gramech
E - efektivita amplifikace vypocCtend z hodnoty slope po vytvore-
ni standardni kfivky
2— v genomu fytoplazem se nachdzi 16S rRNA gen ve dvou
kopiich (DERMASTIA et al., 2017), pro urceni poctu bunék fy-
toplazmy ve vzorku se vysledny pocet cilového useku DNA
déli dvéma.
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3 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Novost predloZené metodiky spociva predevSim v komplexnosti
metodiky jako celku, a to prostrednictvim popisu a optimalizace
funkéniho metodického postupu pocinajiciho odbérem vzorkd, izo-
laci DNA pres samotnou detekci a kvantifikaci fytoplazem ze skupiny
16 SrX real-time PCR protokolem podle CHRISTENSEN et al. (2004)
az po vlastni interpretaci vysledkl. Publikovany protokol bez ové-
reni a urcitych optimalizaci neni v sou€asné laboratorni praxi vzdy
pouzitelny. Jako piiklad lze uvést protokoly pro detekci fytoplazem
metodou LAMP, které jsou v praxi nepouzitelné. Real-time PCR me-
toda poskytuje vyssi citlivost detekce fytoplazem pfi nizSim riziku
kontaminaci, a navic snizuje pracovni Cas laboranta na vykona-
ni diagnostiky ve srovnani s nested PCR a PCR/RFLP analyzami.
UmozZiiuje tak kvalitnéji a rychleji detekovat cilovy organismus.
Metodika je primarné zamérena na popis postupu kvantifikace, kte-
ra ma spise védecky vyznam, ale stejné tak mutze slouZit i pro vlastni
diagnostiku. Po validaci by byla mozna detekce i kvantifikace fyto-
plazem jinych nezZ ze skupiny 16 SrX, jelikoZ se jedna o univerzalni
real-time PCR protokol (CHRISTENSEN et al., 2004). Takto celistvy
popis postupu od odbéru vzorkd po diagnostiku/kvantifikaci fyto-
plazem pomoci real-time PCR v Ceské republice chybi.

Metodika také poskytuje mozZnost sniZzeni finan¢ni zatéZe labo-
ratofi, respektive cenu analyzy diagnostikovaného vzorku. Proti
ptvodnimu protokolu podle CHRISTENSEN et al. (2004) zaloZeném
na reagenciich TagMan Universal PCR Master Mix (katalogové Cislo:
4304437) firmy Applied Biosystems (USA) je v metodice protokol za-
loZen na vyuZiti reagencii firmy Promega (USA) (popsano vyse), které
jsou vyznamneé levnéjsi, pricemz dalsi finan¢ni tispora je mozna i p¥i
vyuZiti izolacniho protokolu podle MAIXNERA et al. (1995) ve srov-
nani s kolonkovymi kity, napt. DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, DE).

Pouzitd modifikovand izolace DNA ptivodné podle MAIXNERA
et al. (1995), také vyznamné Setfi Cas pro detekci nebo kvantifika-
ci vzorku. Izolace DNA popsand v predloZené metodice umoznuje
ziskat dostate¢né kvalitni DNA z pletiv v krat$im case neZ bézny
postup podle AHRENSE a SEEMULLERA (1992) i véetné extrak¢-
nich kit. Popsany postup umoziuje ziskat jednim pracovnikem za
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standardniho vybaveni laboratoi'e findlni DNA z 50 vzorkd béhem
pracovni smény (8 hodin).

Autori se domnivaji, Ze predloZend metodika, aCkoliv neprindsi
revolu¢ni zmény v ptivodnim zahrani¢nim protokolu, predstavu-
je komplexni a zejména funkéni metodicky postup kvantifikace
vzorkil pro vSechny tii v CR vyznamné fytoplazmy, ktery je navic
publikac¢né ovéreny v mnoha analyzach v rdmci reSeni vyzkum-
nych projektt a disertac¢nich praci.
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4 POPIS UPLATNENI CERTIFIKOVANE METODIKY

Certifikovand metodika je urCena zejména pro vyzkumna a Slech-
titelskd pracovisSté zaobirajici se studiem vzajemnych interakci
hostitele a fytoplazmy, respektive studiem odolnosti genotypt k in-
fekci popisovanymi fytoplazmami. Dalsi skupinou, kterd muze
metodiku uplatnit, jsou Slechtitelé ovocnych odrtid p¥i hodnoceni
reakci inokulovanych genotypli s inokulem pii tzv. fenotypizaci.
Poznani koncentrace patogenu v jednotlivych c¢astech ovocného
stromu, jako jsou podnoz a uslechtild ¢ast, mohou pomoci definovat
miru citlivosti nebo odolnosti, respektive jejich rozdily.

V neposledni fadé je mozné metodiku vyuZit na pracovistich
zaobirajicich se rutinni diagnostikou Skodlivych organismd, ja-
kou jsou laboratofe UKZUZ ¢i v jiné akreditované nebo povéiené
laboratofi. V ramci vySetfovani riznych vzorkli mtze zejména ve
spornych pripadech hrat znalost koncentrace fytoplazmy ve vzorku
vyznamnou roli. Metodiku lze vyuZit i v rdmci vyzkumnych a peda-
gogickych aktivit na univerzitnich pracovistich.

Metodika bude dostupnd v omezeném poctu v tiSténé verzi
a také na webu Zahradnické fakulty v Lednici, MENDELU v Brné
v elektronické pdf. verzi na webové adrese: http://zf.mendelu.
€z/28199-metodiky.
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Obr. 32 Horni rada listd - typické cervenani listt
charakteristické pro asijské slivoné infikované fytoplazmou ESFY,
dolni fada listy ze zdravého stromu P. salicina Lindley.

Obr. 33 Predcasné vybarvovani merunek
v disledku infekce fytoplazmou ESFY.
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5 EKONOMICKE ASPEKTY

Néklady na zavedeni metodiky do praxe lze rozdélit na dvé skupi-
ny naklad®. Prvni skupinou jsou naklady na technické vybaveni,
které predstavuje investi¢ni ndklady v hodnoté do 1 mil. K¢. Jedna
se 0 ndklady na chlazenou centrifugu v drovni + 300 tis. K¢, lami-
narni box 100 tis. K¢., DNA koncentrator 200 tis. K¢. a real-time PCR
termocykler 350 tis. K¢. Oproti klasické PCR (nested PCR) odpadaji
naklady na transiluminator a elektroforézu. Na druhé strané inves-
tice do real-time PCR cykleru je jen o néco vyssi neZ do kvalitniho
gradientového termockyleru. Druhou skupinou jsou materidlové
naklady zahrnujici nezbytny spotrebni materidl. Ndklady na mate-
ridl jsou zavislé na zptisobu pouziti metody. Pro rutinni diagnostiku
pomoci zabéhnuté real-time PCR jsou nédklady na 1 vzorek nizZsi nez
u klasické PCR (do 400 K¢ u real-time PCR, nad 600 K¢ u nested PCR).
V pripadé nésledné kvantifikace vzorku je potiebné naklady navy-
Sit 0 nezbytny standard DNA, jehoZ cena se pohybuje od 15 tis. K¢ za
dilu¢ni radu a repetice vzorku.

Fytoplazmy ovocnych direvin jsou stale zavazné patogeny zpUso-
bujici kaZdorocné vysoké ekonomické ztraty zejména ve vysadbach
merunék, broskvoni a hrusni. Ve vysadbach merunék dochazi v za-
vislosti na odridéch a vegetacnim pribéhu daného roku az k 30%
uthynu stromd. Pfi primeérné velkoobchodni cené s dani a licenc-
nimi poplatky ve vysi 150 K¢/stromek mohou ztraty zptsobené
neustdlou dosadbou dosahovat 45 tis. K¢/ha/rok. U hrusni a jabloni
jsou vyznamné ztraty zejména na vynosu a kvalité plodl. Kvalita
hrusek je niZsi, plody jsou mensi, ¢asto deformované, méné Stavna-
té a kaméncité. U jabloni jsou plody z nemocnych stromt podstatné
mensSi, méné vybarvené a také je celkové niZsi vynos. Presné udaje
samoziejmé nelze kvantifikovat, nebot promorenost a sklizeni ze
zasazenych vysadeb se nesleduji. V zahrani¢nich zdrojich se uva-
di béZné ztraty na urovni 10-20 % a ve vyjimecnych pripadech
az 80-90 % (CAPINERA, 2008). Bude-li se vychazet z principu, zZe
primérny vynos jablek v intenzivnich vysadbach v CR dosahoval
14,59 t/ha zarok 2017 a je zatizen prameérné 15% ztratou pod vlivem
onemocnéni zptisobenym fytoplazmou, je na vynosu 2,2 t/ha a pii
cené 11 414 K¢/t jablek ztrata z kazdého hektaru zhruba 25 100 K¢.
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U hrusni pak ztrata dosahuje pfi primérném vynosu 6,8 t/ha a pii
cené 15 379 K¢/t hruSek hodnoty 1,02 t/ha a ekonomicky 15 700 K¢/t.
Pri celkovych plochach vysadeb produkénich sadt jabloni a hrusni
ve vys$i 7 600 ha dosahuji ztraty v CR az 184 mil. K&.

V soucasné dobé neexistuji relevantni donory odolnosti (rezis-
tence/tolerance) k fytoplazmam. Statut citlivosti/odolnosti vétSiny
komercnich i krajovych odrtid k ndkaze fytoplazmami je neznamy.
Vzhledem k zdvazZnosti téchto onemocnéni je nezbytné vénovat
zvySené Usili prizkumu odrtidového sortimentu a hledani donord
odolnosti. Vyuziti metodiky pti §lechténi ovocnych druhd podléha-
jicich infekci fytoplazmami mtZe vyznamné zkratit dobu testovani
a omezit chyby vzniklé pfi interpretaci vysledkd fenotypizace.

Prinosy uzivatelim spocivaji jednak ve sniZzeni ndkladt na ana-
lyzu vzorkl metodou real-time PCR, a jednak ve vétsi piresnosti této
metody. Oproti nested PCR je riziko faleSné (negativné/pozitivné)
detekovanych vzorkli minimdlni. Pfinosy uZzivatelim jsou zavislé
na zpUsobu pouziti metodiky (detekce/kvantifikace) a na okruhu
¢innosti, pro které je pouZzita (Slechténi, vyzkum, diagnostika v rdm-
ci certifikaéniho schématu apod.). Kvantifikovat presnéji finan¢ni
ukazatele je tak ale pomérné zavadeéjici.
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