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1. Uvod

Fytoplazmy jsou patogenni mikroorganismy rostlinfikuji vice nez 700
rostlinnych druli. Z rostliny na rostlinu jsouipnaseny hmyzem sajicim mizu nebo
vegetativnim rozmnoZovanim rostlin. V rostlinachvyskytuji ve vodivych pletivech,
resp. ve 8w sitkovic, v cytoplazm infikovanych floemovych pap prilehlych
parenchymatickych bwk. Systematicky jsouazeny do skupinyMollicutes ktera
reprezentuje nejmensi samostase replikujici formy Zivota na Zemi. Mnozi se peuz
v hypotonickém progedi. Jsou charakteristické absencidtné sény, pleiomorfnim
tvarem¢astic a pozoruho@gnmalym genomem, cca 680 — 1600 kpb, bohatym na baze
AT (Razin a kol., 1998; Bertaccini, 2007fifela a kol., 2002; Lee a kol., 2000; Hoshi a
kol., 2007).

Fytoplazmova onemo¢ni byla dive povaZzovana za virové infekceie®m
nastal v roce 1967, kdy japonstidei (Doi a kol., 1967), identifikovali nové, floém
kolonizujici mikroorganismy, morfologicky podobnéykoplazmam a nazvali je
mykoplazmam podobné organismy (mycoplasma-like isgas MLO). V roce 1994
doSlo na zaklatirozhodnuti ICSB (International Congress of Syste&racteriology)

k oficidlnimu pgejmenovani mycoplasma-like organism (MLO) rmhytoplasma
(fytoplazmy). Rozhodnuti bylo¢inéno na zakla#gl sekvencovani 16S rRNA genu a
zjisténi, ze MLO tvdi odclenou monofyletickou skupinu v ramBollicutes.Jeden z
mnoha pipadi zaneny fytoplazmy za virus jeffpad z roku 1926, kdy L. O. Kunkel
popsal zZloutenku astry, ale za jejihivpdce byly povazovany viry (Doi a kol., 1967,
Kudela a kol., 2002).

Fytoplazmy nejsou kultivovateln@ vitro a v disledku této vlastnosti byla jest
donedavna problematicka jejich identifikace a Kikace. S pokrokem metod
molekularni biologie nastal v poslednich dvou dékdd(hlave mezi lety 1989-1991)
obrat v identifikaci a klasifikaci. Diky sekvena@&6S rDNA bylo prok&zano, Ze
fytoplazmy tvdi Sirokou monofyletickou skupinu v ramdiidy Mollicutes. (Lim a
Sears, 1989; Kuske a Kirkpatrick, 1992; Sears &géitrick, 1994).

Cilem pedkladané prace je molekularni charakterizaéenych izolat
fytoplazmy stolburu (skupina 16S rDNA XII-A) infikiei Slechtitelsky material jetele

luéniho v Ceské republice. Déle teoretické a praktické zvl&idmpouzitych metod



molekularni biologie (PCR, RFLP, sekvencovani) aopoani ziskané sekvence
¢eskych izolai s daty v GenBank.

Prace vznikla za finani podpory grantu GA AUR ¢ 1QS500510558—
Studium vyskytu fytopatogdna jejich genetickych variant a grantu MZIR-NAZV &.
QH71145 — Diagnostika \vira fytoplazem ve Slechtitelském materiélu jetetaibo.



2. Literarni prehled

2.1. Fylogenetické postaveni

Fylogenetické studie prokazaly, Ze nejblizSinfedkem fytoplazem je
Acholeplasma laidlawiz tidy Anaeroplasma ktera steja jako fytoplazmy koduje
aminokyselinu tryptofan kodonem UGG, na rozdil ostatich prokaryot, detns
mykoplazem a spiroplazem, které kdéduji tryptofaddaem UGA (Bertaccini 2007).

Systematicky pat fytoplazmy do odd&eni Tenericutes(bakterie bez bustné
stény), tfidy Mollicutesa roduPhytoplasma

Podle fylogenetickéifbuznosti, zalozené na zaktaRFLP analyzy 16S rDNA,
jsou fytoplazmy v sotasnosti rozéleny do 14 skupin a cca 40 podskupin (Lee a kol.,
1998). Na zakla#l pccitacové analyzy profii RFLP bylo nedavno identifikovano
celkem 28 skupin (Wei a kol., 2007).

Stolbur byl dive sowéasti skupiny Zloutenky astry (aster yellows) (16S)]) po
nastalych zrénach v klasifikaci skupin zaujal samostatnou skugstolbur (16SrXIl)
(Lee a kol., 1998).

Skupina stolburu je roztena do dvou poskupin A a B. Skupina A byla
standardizovana metodou PCR/RFLP (16S rDNA) na azlkllastnosti choroby
Serbian stolbur from peppeskupina B podlédustralian grapewine yellowfavis a
kol., 1996; Lee a kol., 1993, 1998).

Pro Evropu maji vyznam tyto skupiny: aster yellagveup (skupina Zloutenky
astry); apple proliferation group (skupiny proldee jablon); X-disease group (skupina
X-choroby); elm yellows group (skupina Zloutenkymijil); stolbur group (skupina
stolburu) (Kidela a kol. 2002). Fytoplazma stolburu bramborjedmim z karanténnich
mikroorganisni, na které se vztahuje ohlaSovaci povinnost danaZalona o
rostlinolékaské péi a provadcich gedpisectt. 147/1996 Sb..

Protoze fytoplazmy nejsou kultivovatelirévitro, a neni tedy podle axenickych
podminek moznost #adit je do rod, bylo nutno zavést adoptivni systematicky
subtaxon skupin, a t€@andidatusPhytoplasma zaloZeny na jinych kritériich (IRPCM
2004). Systém je nasledujici: fylogeneticka skuptaod CandidatusPhytoplasma
(zastoupeny referéni fytoplazmou, resp. jeji sekvenci 16S rRNA) —tdfiytoplazmy
piibuzné refereni fytoplazné — konkrétni choroby)Stackebrandt a Goebel 1994).



Novy druh Candidatus Phytoplasma five byt ustanoven, pokud je shodnost
v sekvencich 16S rRNA mezi touto a jiz popsany@aindidatusmensi nez 97,5%.
Nekteré fytoplazmy vykazujici podobnost vySSi nez594@, které by mohly byt
zarazeny jiz do existujicih@andidatus odporuji z&azeni v dsledku toho, Ze tvd
ekologicky oddlenou populaci a proto musi ftftosamostatny taxon. Prdipad, kdy je
nutné od sebe odlisit dvfytoplazmy, které jsou zdanbvpribuzné, plati nasledujici
pravidla: tyto fytoplazmy jsou ipnasené jinymi vektory, maji odliSné hostitele
(vykazuji odlisné chovani v rostlhy vykazuji diverzitu v chromozomalni DNA —
shodnost ménhnez 70% (ale 16S rRNA vyrovnana) ( IRPCM 2004).

2.2. Morfologie

Fytoplazmy jsou charakteristické absencidtné stny, kterou alesppcaste&ne
nahrazuje trojvrstevna, 7-10nm silna proteino-iighd membrana. Tvakastic je
pleiomorfni, ¥tSinou jsou kulovité az ovalné, ale vyskytuji sevd vlaknitych a
vétvenych formach a to ipvazre v casnych stadiich infekce. Velikostastic se
pohybuje mezi 200-800 nm (Razin a kol., 1998; Bmitd, 2007; Waters a Osbourne
1978; Haggis a Sinha 1978; Lee a Davis 1983).

2.3. Molekularni charakteristiky

Fytoplazmy skupiny stolburu vykazuji Sirokou vairlab ve velikosti genomu
v rozmezi 860 az 1350 kpb (Marcone a kol., 1999).

Tak jako ostatni zastupbMollicutesmaji i fytoplazmy kruhovou dvouvidknovou
molekulu DNA. U vSech zastupze skupin stolburu (16rXIl), Zloutenky astry (1§Sr
a rekterych zastupc X-choroby (16Srlll) a proliferace jetele (16Sr\byla zjiS€na
piitomnost extrachromozomalni DNA, tedy plazmidu (ldeol 2000).

V praméru se velikost genomu fytoplazem pohybuje od 68Q&{a0 kpb.

Fytoplazmy jsou od mykoplazem infikujicictlovéka a zvfata geneticky
odliSitelné diky pitomnosti mezerniku (tj. mezigenové oblasti - spaegion) (cca
300pb) lokalizovanym mezi 16S a 23S ribosomalniasid ktera koduje isoleucin
tRNA (tRNA"™) (u mykoplazem tRNK chybi) acast sekvence pro alanin tRNA

(tRNA"®). Sekvencovani kompletniho genomu dvou fytoplazewdzala, e sekvence
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pro tRNA kodujici valin a asparangin je umfe snérem od 5S rRNA ke 3" konci.
Tato skuténost je unikatnim a dujicim znakem fytoplazem vyuzivanym v diagnostice
(Ho a kol., 2001).

V souwasnosti je klasifikace fytoplazem zaloZena na sakvea RFLP analyze
16S rRNA genu (Lim a Sears, 1989; Kuske a Kirkp&trii992; Namba a kol., 1993,
Gundersen a kol., 1994; Seemuller a kol., 199An&ider a kol., 1995).

Tento gen je fitomen u vSech prokaryot a jeho konzervativni @&élni oblasti
jsou vyuzitelné k fylogenetické analyze a klasifika

Ostatni geny nebo oblasti DNA fytoplazem, kteraijsguzitelné ke klasifikaci
jsou ribozomalni proteiny (rppl22 a rps3(Lim a Sears, 1992; Gundersen a kol., 1994;
Toth a kol., 1994), 23S a 5S rRNA geny, mezigenobkast (spacer region) 16S/23S
rRNA, Tuf gen, gen pro DNA helikazu (G35p/m) a&glgdDavis a kol., 1992; Schneider
a kol., 1997).

Geny 16S/23S spacer region a ribozomalnich prbtggou povazovany za
variabilrgjSi nez 16S rRNA geny, ale fylogenetickd analyz& I®RNA, 16S/23S
mezigenoveé oblasti a ribozomalnich proteinkazala, Ze vykazuji podobnost ve
vysledcich v klasifikaci, a to ve vztahu jedné fiiaemy k druhé a k jinym zastujpo
z Mollicutes (geny 16S, 23S a 5S rRNA jsou v ramci skupiny fid&g z 99,8-99.9%)
(Lim a Sears, 1989, 1992; Kuske a Kirkpatrick, 1;99@mba a kol., 1993; Gundersen a
kol., 1994; Seemuller a kol., 1994; Toth a kol.949Lee a kol., 2000).

Klasifika¢nim ukazatelem, ktery umtidje blizSi stanoveni ifbuznosti mezi
fytoplazmami, je analyza Tuf genu. Tuf gen je kawmasvni sekvence kodujici
elong&ni faktor Tu (EF-Tu), ktery ma zasadni funkci visnim procesu (podobnost
Tuf genu v ramci jedné skupiny je 96-99%, mezi $kami vice nez 90%) (Filer a
Furano, 1980; Ludwig a kol., 1993; Lee a kol., 200@orovnanim fylogenetickych
vystupa Tuf genu a 16S rDNA bylo prokdzano, ze se&éshoduji (Ludwig a kol.,
1993). V préaci B. Shneidera a kol. (1997) byly rZgwny specialni primery TufAY pro
skupiny stolbur a Zloutenky astry (Aster yellowsSitk (homologie v sekvencickadhto
skupin se pohybuje mezi 87,8-97.0 %). Primery Thfly navrzeny pro klasifikaci
v ramci skupin Zloutenky astry, stolburu a X-chorgX-disease 16Srlll) (Schneider a
kol., 1997). Za pouziti primérTufAY a naslednym restrénim S€penim enzymem
Hpall muzeme skupinu stolburu blize ra#id na skupiny VK I, VK Il (nebo Tuf type
I-1). Tato klasifikace byla ustanovena na zaklad/zkumu onemocimi vinné révy

‘Vergilbungskrankheit' (VK) — onemoéni Bos noir (spadajici pod skupinu stolburu).
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Toto rozdleni na VK typy ma slouZit jako ukazatel geogradibk roz&ieni odliSnych
fytoplazem této skupiny nd@iznych hostitelich, respoukazovat na epidemiologii dané
skupiny (Langer a Maixner, 2004).

Primery pro DNA helikdzu G35 p/m byly odvozeny odN® sondy G35,
navrzené proltalian periwinkle virescence phytoplasn{akupina Zloutenky astry)
(Davis a kol., 1992). Analyza zaloZzena na pouztioto specifického paru primer
neni v sodasnosti talkkasto vyuzivana, ale pro skupinu stolburu &o&hou v minulosti
od skupiny Zloutenky astryime byt vhodnym fylogenetickym nastrojem.

Zdanliw rozsahly genom gkterych fytoplazem je vysledkekastého vyskytu
repetic ve fytoplazmovém genomu (Bai a kol., 200®¢petice jsou organizovany v
rozsahlych seskupenich a mohou fungovat jako p@temanobilni jednotky (PMUS),
které obsahuji transpozazy, insertni sekvence aiadpevané geny pro faktory.
PMUs jsou zodposdné za genetickou variabilitu. Dynamicky genom péaem,
zapicinény PMUs, jim umo#uje osidlovat stéle SirSi spektrum rostlinnych hekt a
hmyzich vektai, stejré jako zapicinuje zmirgnou heterogenitu v genomech blizce
piibuznych fytoplazem (Bai a kol., 2006; Jomantierizaais, 2006).

2.4. Fyziologie a biochemie

Fytoplazmy ve svém chromozomu postradaji dsleldku reduktivni evoluce
mnoho gefi spojenych s biosyntézou mastnych kyselin, aminelkys postradaji
Krebdiv cyklus, cyklus oxidativni fosforylace a pentésasgkius. Postradaji téZz geny
pro fosfotransferdzovy systém a chybi téZ mechamgmno metabolizaci UDP-glukosy
(prekursor glykogeneze) na glukosa-1-fosfat. Meidmap metabolizace a transportu
nukleotidi nejsou zcelaiejmé.

Absencedchto vyznamnych metabolickych drah ukazuje na éofyfoplazmy
disponuji unikatnimi mechanismyipnu latek, zvla&t sacharid, ale i nukleotid z
hostitelského progdi a jejich metabolizace ve specidlnich metabgicldrahach.

Fytoplazmy osidluji rostlinné tk&rbohaté na Ziviny, proto se u nich vapghu
evoluce eliminovaly vySe zminé syntetické drahy, jejichz asimitd schopnosti
kompenzuje bohatyifjem Zivin z prostedi hostitelské hiky.

Vysokéa spdeba latek z hostitelského priedi zpisobuje i hormondlni

nerovnovahu v hostitelské fite a tento jeviejmeé zagicinuje symptomy onemoeni.
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Vyznamnou metabolickou drahou, kterou fytoplaznigpdnuiji, je biosyntéza
foldtu (kyselina listova), kterdtregjme¢ fytoplazmam umaiuje osidlovat Siroké a
rozdilné spektrum hostitelskych rostlin a hmyziektor.

Analyza genomu fytoplazem identifikovala geny penzymy podobné
glukanaze a hemolyzinu, které jsaejm¢ faktory virulence (Oshima a kol., 2004).

Fytoplazmy jsou citlivé na antibiotika tetracyldveéiady, ktera poSkozuji jejich

ribozémy, antibiotika penicilinovéady na & uc¢inek nemaji (Ishiie a kol., 1967).

2.5. Frenos a Sieni

Zvlastni vyznam v fenosu fytoplazem maji hmyzi vektory, protoZze jsatrng
jedinym mistem fezivani mimo hostitelskou rostlinu. Podileji se t& gFenosu
fytoplazem z jedné rostliny na druhou.

Fytoplazmy se po fffjmu potravy dostavaji do istva hmyzu, kde se mnoZzi,
odtud se pes sEénu steva dostavaji do hemolymfy, kde cirkuluji. Potéupsti do
slinnych Zlaz, kde se dale mnozi, a odkud se dagtfi ptijmu potravy na dalSi
rostliny (Kadela a kol., 2002). Bylo téZ prokazano, Ze fytopiggsou schopnyi@nosu
hmyzimi vajéky (Alma kol., 1997).

Fytoplazmy mohou byt téZighy vegetativnim mnozZenim pomaiaka a roul,
oddenky, cibulemi a hlizami (Lee a Davis, 1992).

Hmyzi vektory fytoplazem zahrnuji zastupdidu stejnokidlych (Homoptera),
ktery zahrnujeeledi Kiskovitych Cicadellidag, Zilnatkovitych Cixiidag), mérovitych
(Psillidag) a f4d plostic (Heteroptera), zastoupetgiedi klopuskovitych Nliridae)
(Banttari a Zeyen, 1979; 8k, 1979; Grylls, 1979; Nielson, 1979; Tsai, 1979).

Znamymi vektory fytoplazem skupiny stolburu jsou stzgoci z celedi
Zilnatkovitych Cixiidae), a toHyalesthes obsoletypopsal Signoret 1867), vektor Bos
noir a VK (Maixner a kol., 1995; Sforza a kol., B)9Pentastiridius beiieri(popsal
Wagner 1970), kteryipnasi stolbur na cukrovaiepu (Gatineau a kol., 2001). Jako
dalSi genasSeéi se uvadji napiklad kisci Aphrodes bicinctys Euscelis plebeja
Macrosteles quadripunctualus klopusky Lygus pratensis L. rugulipennis L
gemellatugRazicka 2008).

Geograficky je fytoplazma stolburu ro&sia v Evrop (Albanie, Bosna a

Hercegovina, BulharskoCeska republika, Francie, Chorvatsko, Italie, ddesko,
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Némecko, Polsko, Rakousko, Rumunsko, Rustecko, Slovensko, Slovinsko, Srbsko,
Spartlsko, Svycarsko, Ukrajina), a v Asii (Arménie, Abajdzan, Turecko, lIzrael,
Kyrgyzstan, Libanon, Saudska Arabie, Tadzikistarhékistan) (Rzicka 2008).

2.6. Friznaky

Rostliny infikované fytoplazmami vykazuji Sirokéeiprum Fiznaki, jako je
virescence (zelenoktost), fylodie (pemena kwta v listatm podobné utvary), Kini
sterilita, proliferace (metlovitost), prodluZzovaniernodii a zakrslost (Bertaccini 2007).

Pritomnost fytoplazem p#tich do skupiny stolburu byla prokazdna u mnoha
bylinnych hostitel zahrnujici vyznamné plodiny, napbrambory, tabak, rég¢, pep,
jahodnik (Fos a kol., 1992; Marcone and RagazZi@85; Viczian a kol., 1998; Favali
a kol., 2000) a vybrané druhyceledi Poaceag(Marcone a kol., 1997; Battle a kol.,
2000), steja tak i u vinné révy (Maixner a kol., 1995; Serudeod, 2003), broskvona
treSre (Paltrinieri a kol., 2001), jabl@én(Bertaccini a kol., 2001), Svestky (Paltrinieri a
kol., 2004), olivovniku a avokada (Marzachi a kaDPO0; Lavina a kol., 2002).

Fytoplazma stolburu vyt¥arazné giznaky na iiznych rostlinach. U bramboru
napiklad zelenokwtost a malformace K¥nich ¢asti, gediasné vadnuti a Zloutnuti
lista, zkracovani internodii, zakrsavani, zhkyth stonku, antokyanové zbarveni, silné
zmnozeniilistu z hliz a tvorba vzdusnych hlizek, hlizy jsouléra nekké. Na rajeti
vykazuje podobné symtopy jako u bramboru, navieilowitost a chlorotické zbarveni,
Zloutnuti a dalSi. Na paprice ridgad keikovitost (Rizicka 2008). Na vySe uvedenych
piikladech se daji obegsumarizovat fiznaky fytoplazmy stolburu.

Synonyma pro onemoéni stolburu jsou &Sinou odvozena od hostitelské
rostliny, jsou to: stolbur bramboru (Potato stollpirytoplasma), onemoéni révy
vinné (Grapevine bois noir phytoplasma; VK - grapevyellows phytoplasma; black
wood of grapevine), stolbur eate (Stolbur of tomato), stolbur tabdku (Stolbur of

tobacco) a dalsi.
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3. Material a metody

Testované vzorky jetele dniho se symptomy zakrsloti byly ziskany viipshu

podzimu 2004 ze Slechtitelské stanice v Hladkyoloiéich. Po izolaci a amplifikaci

16S rDNA a nasledném resttikim S&peni byla identifikovana fytoplazma stolburu
(16S rDNA XII-A).

Prace je zagtena na bliZsi fylogenetickéizaeni dané fytoplazmy.

3.1. 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena chloroform-fenolovou ottu s naslednou precipitaci

izopropanolem (Lee a kol., 1991)

2 — 3 g cerstvé tkam bylo homogenizovdno wedchlazené ieéci misce

s tekutym dusikem

bylo piidano 14 ml Grinding pufru

homogenizovana tkabyla filtrovana pes silon a tuhé zbytky veci misce
splachnuty 7 ml Grinding pufru a é&pfiltrovany pee silon, homogenat byl
filtrovan do 50ml centrifugénich zkumavek umishych v ledovéiisti

filtrat byl centrifugovan fi 13 000rpm/20min/4°C

po odstrasni supernatantu byly k peletdigény 4ml extrakniho pufru a 4l
proteinazy K, pelet byl opatémesuspendovan

bylo piidano 44@l sarkosylu a dofe promichano

smes byla gevedena do inkuldai nadobky a inkubovana 1 — 2 hodiny ve vodni
lazni i teplog 55°C

smés byla pevedena do centrifugai zkumavky a  centrifugovanafip
8000rpm/15min/4°C

opatrré byl odebran supernatant do nové centritimjazkumavky a fidano
2,5ml isopropanolu, sés byla opatrés promichdna a na 30min. uloZzena do
mrazaku p teplog -20°C

smes byla centrifugovanarp8000rpm/15min/4°C
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3.2

byla

byl odstragn supernatant a k peletu byléigano 3ml TE pufru, 7d SDS a
30ul proteinasy K, sri&s byla opatré promichana, igvedena do inkuldaich
nadobek a inkubovana 1 hodinti plot 37°C

bylo piidano 52nl NaCl a snds dol¥e promichana

bylo pridano 42@1 CTAB/NaCl a dole promichano a inkubovano 10 mintit p
teplot 65°C

byly pridany 4ml chloroform-izoamylalkolu a st dolfe promichana

smés byla gevedena do centrifugai zkumavky a centrifugovanaiip
8000rpm/10min/4°C

opatrré byl odebran supernatant do nové centrifigakumavky a pdano 2ml
fenolu a 2ml chloroformu, sés byla opatré promichana do spojeni fazi

smes byla centrifugovanarp8000rpm/10min/4°C

opatrre byl odebran supernatant do nové centrifijazkumavky a fidano
2,5ml izopropanolu, s#s byla promichana a na 1 hodinu urriat v mrazéku
pri -20°C

smes byla centrifugovanarpl1000rpm/20min/4°C

byl odstragn supernatant a k peletu byigén 1ml ethanolu

smes byla centrifugovana (tak aby se pelet neodtifll@000rpm/10min/4°C
byl odstragn ethanol a pelet se nechal vysusit asi 5Smin2@C

vysuseny pelet byl resuspendovan wl5erilni vody

. Méreni koncentrace izolované DNA

K 4ul izolované DNA bylo pidano 39 sterilni vody a takto ffipravena srés

pripravena k mifreni absorbance na spektrofotometti \dnové délce 260nm,

z vysledné absorbance byla vy¢pmna koncentrace a vzorekied&n na koncentraci

20ngpl  (pouzity  spektrofotometr: GenQuant spectrofot@net Amersham

Biosciences).
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3.3. PCR (polymerace chain reaction; polymerazovéetézova

reakce)

Pro jednu PCR reakci bylo pouzito 20 ng templatotA (Schaff a kol., 1992)
za nasledujicich podminek: g&e:ni denaturace 94°C — 2 min., 35 amplifik&ch
cykli (denaturace 94°C — 1 min., nasedani pnin%°C — 2 min., syntézttzci 72°C
— 3 min.), na zay¥ reakce nasleduje krok dosyntetizovéetzci pri 72°C — 10 min. (u
odliSnych primet se teploty liSi viz. PCR cykly). iPPCR byly pouzity nasledujici
univerzalni primery pro specifickou detekci fytoggan (pouzity cycler: MJ Research

thermocycler, Waterstown, MA, USA).
schéma provedenych PCR:

16S rDNA  a) direct P1/P7
(3.3.1) b)direct P1 / P7 nested R16F2n / R16R2

elong&ni faktor — Tuf gen direct fTufl /rTufb a) nested fTufAY / rTufAY
(3.3.2) b) nested fTufu / rTufu

gen pro DNA helikazu direct G35 p/m
(3.3.3))

3.3.1 PCR - 16S rDNA

a) direct: primeryP1 / P7

PCR cyklus: 94°C /2 min. (94°C /1 min. — 50°€min. — 72°C /3 min.)
35x — 72°C / 10 min. (Schaff a kol. 1992)

sekvence primé  P1:5' AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T 3' (Dgra
Hiruki, 1991); 1-25pb

P7:5 CGT CCT TCATCG GCT CTT 3' (Schneidéwod,
1995); 1813-1831pb (1788pb)
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b) nested: primeryP1 / P7(viz. a)— R16F2n / R16R2

PCR cyklus: viz. primery P1 / P7

sekvence priméc  R16F2n: 5" GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3' (Gurrden
a kol., 1996); 144-164pb

R16R2: 5" TGA CGG GCG GTG TGT ACA ACC CCG Beé
a kol., 1993); 1365-1390pb (1201pb)

3.3.2. PCR — elongéni faktor — Tuf gen

Direct: primery:fTufl / rTufl

PCR cyklus: 94°C /2 min. (94°C/ 30 sec. — 533D kec. — 72°C /1 min.)
35x — 72°C / 5 min. (Schneider a kol., 1997)

sekvence primér  Tufl f-5" CAC ATT GAC CAC GGT AAA AC 3' (Scteider a
kol., 1997); 1100pb

Tuflr-5 CCA CCT TCA CGA ATA GAG AAC 3' (hneider
a kol., 1997); 1100pb

a) nested: primeryTufAY / rTufAY

PCR cyklus: 94°C / 2 min. (94°C / 30 sec. — 53°C / 30 sec. 2C7/21 min.)
35x - 72°C / 5 min. (Schneider a kol., 1997)

sekvence primér  TufAY f- 5" GCT AAA AGT AGA GCT TAT GA 3
(Schneider a kol., 1997); 940pb

TufAY r-5'" CGT TGT CAC CTG GCA TTA CC 3' ¢Bneider
a kol., 1997); 940pb
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b) nested: primeryTufu / rTufu

PCR cyklus: 94°C /2 min. (94°C/ 30 sec. — 533D kec. — 72°C / 1 min.)
35x — 72°C / 5 min. (Schneider a kol., 1997)

sekvence priméc  Tufu f-5" CCT GAA GAA AGA GAA CGT GG 3' (Scieider
a kol., 1997); 850pb

Tufur-5" CGG AAA TAG AAT TGA GGA CG 3' (Bmeider
a kol., 1997); 850pb

3.3.3. PCR-gen pro DNA helikadzu

Direct: primery:G35 p/m

PCR cyklus 94°C /1 min. (94°C / 2 min. = 50°Cmk. — 72°C / 3 min.)
35x — 72°C / 10 min. (Davis a kol., 1992)

sekvence priméc  G35p: 5' TAA CAC TGT GGA AGC TCA 3' (Davis a kpl.
1992); 1250pb

G35m: 5' CGT CAA TGG CTA ATC GAT 3'(Davis a kol.
1992); 1250pb

PCR: reakéni smeés pro jeden vzorek
MM (master mix) 12,5

H>O 10,5ul
primer (f) 0,5ul
primer (r) 0,5ul
vzorek 1ul

Tento pondr reagencii byl pouzit u direct PCR. Jedinym rcadilve smisi u
nested PCR je, ze produkt z direct PCR byédén v pongru 1:29 s ultréistou vodou.

Pro elektroforetickou analyzu PCR produktu byl ibd% agarosovy gel. Na
17 vzorki bylo pouzito 0,35g agarosy a 35ml 1XTBE (na 8 kizdd,27g agarosy a
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27ml 1XTBE). Smis byla dobe promichana affwedena k varu, po pomalém schlazeni
nalita do elektroforetické vatky a po vhodnou dobu ponechana utuhnout (cca 20
min.).

Do jamek gelu, porfeného v adekvatnim pufru (1XTBE) v elektroforézdpb
pipetovano @l PCR vzorku + fl barvy (SYBR green), markeru (100bp) bylo pouZito
0,8ul a obarveno stejnym mnoZzstvim barvy jako u vzorku.

Elektroforéza probihala pod r#jmn 90V cca 25 minut.

3.4. RFLP (analyza polymorfismu délky restrikinich
fragmenti PCR produkti)

K restrikknimu S&peni byla vyuzZitarada restriknich enzyni, jejich vybsr byl
zavisly na primerech pouzitych vqueslé PCR.

PCR a k samu vybrané restriéni enzymy ukazuje nasledujici schéma.
PCR:16S rDNA: directP1 / P7— RFLP:Trul

PCR:16S rDNA: nestedP1 / P7— R16F2n / R16R2— RFLP:Msel, Taqgl, Alul,
Bfal, Rsal, Hhal, Haelll, Hpall, Kpnl

PCR:elongaini faktor — Tuf gen: directfTufl / rTufl ... nested a)jTufAY / rTufAY
— RFLP:Hpall, Trul, Bspl

nested MTufu / rTufu
— RFLP:Tasl, Trul, Alul

PCR:gen pro DNA helikazu directG35 p/m— RFLP:Msel, Alul

Reakni smes pro restrikni S€peni jednoho vzorku t¥do doporuitené mnozstvi
enzymu (cca 2U) a pufru (dané vyrobcem)| PCR produktu a ultéasta voda pro
doplréni do 1qul. Reakini smés byla inkubovanaipteplot 37 C po dobu 24-48 hodin,
vyjimku tvori enzymyTad, Bsy, Tad a Trul které se inkubuiji i teplo& 65'C.

Pro elektroforetickou analyzu produktrestrikkniho Stépeni byl pouzit 8%
akrylamidovy gel ve sloZzeni: 4,8ml sterilni,® 67Qul 10xTBE; 1,4ml (N,N‘-
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methylenbisakrylamid, roztok 29:1, AA); 10g/3amonium fosfatu (APS); 4 TMD
(N, N,N‘,N‘-tetramethylethylendiamin). S¢8 byla dobe promichdna a rychle
pievedena do formy na gel. Gel byl ponechan tuhn@x. b0 minut.

Do jamek gelu, porfeného v adekvatnim pufru (1XTBE) v elektroforézdpb
pipetovano 8l Stpeného vzorku + 4 barvy (Blue Orange), markeru (100bp) byly
pouzity 2ul a obarveny stejnym mnozstvim barvy jako u vzorku.

Elektroforéza probihala pod rgjmn 140V cca 45 minut.

3.5. Sekvencovani

Pro sekvencovani byl vybran vzorek, ktery se po RCRsledné analyze profilu
z RFLP jevil jako nejreprezentati#si (v restriknich profilech vykazoval shodnost s
kontrolami).
Tento vzorek byl amplifikovan primery fTufl/rTufP1/P7, G35p/m a naslegn
pieciStén pomoci kitu (Quiagene)
precisténi probihalo v nasledujicich krocich:
» Kk PCR produktu (jeho objem nes&hpiesahnout 5d) bylo pridano 13Q@l
pufru P. Smis byla promichana aenesena na spin filter.
* snes byla inkubovana 1miniiteplot 20°C
= dale byla sns na spin filtru centrifugovanaid 0000rpm/30s
= na spin filtr bylo pidano 70@l promyvaciho pufru (wash buffer) a &p
centrifugovano $ 10000rpm/30s
= po odstradni filtratu byla sm¥s centrifugovana ip 14000rpm/3min. pro
odstrarni zbylého ethanolu
= gpic filtr byl prenesen do nové zkumavky, tzv. recieve tube, o abjemml
a do stedu spin filtru bylo fidano 2@l vymyvaciho pufru (elution buffer)
= smes byla inkubovana 3 min.fip20°C a nasledh centrifugovana i
10000rpm/1min
= 2ul filtratu ze spin filtru byly s gl barvy (Sybr green) nanaseny na 1%
agarozovy gel (0,22 agarozy a 22ml 1x TBE)

Pro sekvencovani byly pouzity stejné primery ja& pmplifikaci. K sekvenci

byl pouzit BIG DYE sequencing kit (PE Biosystemsanihgtown, UK). Vysledné
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fragmenty DNA byly sekvencovany z obou stran a eppjv jednu molekulu pomoci
software programu Vector NTI suite 8, Contig Expre¥ato molekula byla poté
srovnhana s databazi GenBank pomoci programu BLA®LZjty sekvenator: ABI
Prism 310 sequencer — PE Applied Biosystems, FQstgr CA, USA).

3.6. Friprava reagencii

Grinding pufr (250ml)

sachardza 259
polyvinylpyrrolidon (PVP) 59
howzi sérovy albumin (BSA) 0,365¢g
KoHPO, 4,149
KH,HPO, 1,025g

Na 100ml pufru bylo fidano 0,53g kyseliny askorbové a naskebtglo nutné
upravit pH na 7,6 pomoci roztoku NaOH.

Extrakéni pufr (300ml)

Tris-HCI 1,112g
EDTA (C10H14N208Nag X H20) 3,722g
NaCl 1,416g

CTAB/NaCl pufr

Nacl 4,19
H.O 80ml
cetyldimethylethylammonium bromid 10g

Do roztoku HO a NaCl bylo za stalého michanidavano CTAB a po jeho
rozpuséni byl roztok doplgn destilovanou vodou na objem 100ml a bylo upraya@io
na 8,2.

10x TE pufr
0,1M Tris-HCI 1,211
0,01M EDTA 0,37224
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Roztok byl doplgn destilovanou vodou na objem 100ml a pomoci NaOH
upraveno pH na 8.
10x TBE pufr

Tris (GH11NO3) 54g

K. borita 27,59

0,5M EDTA 20 ml

Pufr byl doplgn na objem 500ml destilovanou vodou a pomoci NaQté b

upraveno pH na 8,3.

1x TBE pufr
10x TBE 50ml

Roztok byl doplgn destilovanou vodou na objem 500ml.

0,5M EDTA
EDTA 18,69
H.O 100ml

pH roztoku bylo upraveno pomoci NaOH na 8.
Amonium persulfat (APS)

APS 0,1g
0,1g APS bylo rozpu&ho v 1ml HO.
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4. Vysledky a diskuze

16S rDNA, mezigenova oblast 16S/23S rDNA, 23S rDNA

Pro identifikaci a z&azeni fytoplazmy do skupiny byly vzorky amplifikowa
direct PCR s primery P1/P7 (7.1. obr.: Al) a nasiemhovu amplifikovany v nested
PCR pouzitim primér R16F2n/R16R2 (7.1. obr.: B1). Primery P1/P7 arikuljf
produkt o velikosti cca 1800pb zahrnujici gen p8& tRNA, 16S/23S mezigenovou
oblast atast genu pro 23S rRNA. Primery R16F2n/R16R2 ankpiifiprodukt o
velikosti cca 1200pb zahrnuji€ast genu pro 16S rRNA. Naslednylo u vSech
pozitivnich vzorki ¢. 1 — 8 (+ MOL-Molliere disease véfienich suploval funkci
refereréniho profilu) provedeno restiki S€peni enzymyAlul (7.1. obr.: B2) aVisd
(7.1. obr.: B8). Ze ziskanych elektroforetickyclofdii byla identifikovana skupina
fytoplazmy stolburu (16SrXIl) podskupina A. Elekivoetické profily byly srovnany
s praci R.E. Davise (Davis a kol., 1997), kde gkdTOL (stolbur) odpovidal naSemu
profilu, v této préaci vSak jeStstolbur patil systematicky pod skupinu Zloutenky astry
(16Srl) podskupina G. Az po revizi klasifikace I. Meeem (Lee a kol., 1998) byl
stolbur z#éazen do vlastni skupiny (16SrXIl) ratdnou na podskupinu A a B. A
skupina tedy odpovida profilu STOL, B skupina odpi@wprofilu AUSGY (Australian
grapevine yellows) v praci R. E. Davise z roku 1997

Pro podporu zZ@azeni vzork do skupiny stolburu (podskupiny A) byly pouZzity
dalSi restrikni enzymy, a tdrad (7.1. obr.: B10)Bfal (7.1. obr.: B3),Rsd (7.1. obr.:
B9), Hhal (7.1. obr.: BS)Hadll (7.1. obr.: B4),Hpall (7.1. obr.: B6),Kpnl (7.1. obr.:
B7).

V pripact enzymi Alul, Hadll, Hhal, Hpall, Kpnl, Msd a Tad doslo
k vytvoreni specifickych produlitresp. RFLP profil. U enzymuAlul bylo nutno Stepit
produkt min. 72 hodin (rozdil od standartnich 24lihp Fi Stpeni enzymenBfal
nedochézelo anifpdlouhodobé inkubaci (déle nez 48 hodin) &t&eni davky enzymu
k roz8epeni celého produktu a dochazelo tak k teamkespecifickych prouik Stejny
problém s enzymerBfal popisuje Lee ve své praci z roku 1998 (Lee a,K#398) a
piisuzuje mu nedokonaléegieni produktu. # Stépeni enzymeniRsd doslo u vzorku 8
k vyStpeni specifickych prouzk ale i k nespecifickému pruhovaniiepme
zpasobenym vijSi kontaminaci vzorkem MOL nebo Spatnyniilgthem elektroforézy.
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Ziskané RFLP profily odpovidaly referemim profilim v dfive publikovanych studiich
(Lee a kol., 1998 podle Davis a kol., 1997; Gilltoh, 1995; Lee a kol., 1993, Marcone
a kol., 1997).

Ostatni profily vykazujicéast&né nebo nespecifickéépieni nizeme povazovat
za chybné vikledku nedokonalého &gteni produktu nebo sfené infekce s jinou
skupinou fytoplazendi jinych nezjisénych gicin.

Pri amplifikaci vzorlki v direct PCR s primery P1/P7 (7.1. obr.: Al) vydealy
pozitivitu vzorky ¢. 1, 3, 6, 8. Tyto byly §peny enzymeniTrul (7.1. obr.: A2) a
elektroforetické profily porovnany s refetgmm profilem (Duduk a Bertaccini 2006).

Pro sekveni analyzu 16S rDNA byl vybran vzorek 6 (6. jetel lgni - Hladké
Zivotice (14.6. 2005) 1/38/40 (1V)), ktery v regimich profilech vykazoval vysokou
specifitu. Vzorek byl amplifikovan primery P1/P7nasledg sekvencovan. Produkt o
délce 1532b byl srovnan s daty v GenBank pomoadjrarau BLAST. Nejpibuzrgjsi
fytoplazmou v sekvenci konzervativni 16S rDNA bysaovnanim dat stanovena
CandidatusPhytoplasma solani (accession number: EU01000®Sibpopis vetns
sekvence 7.4. obr.: 1b a fylogeneticky strom 7l&.:al (diagnostikovana fytoplazma
vyznatena Zlu¥). Podobnost v sekvencich této a diagnostikovataplgzmy vykazala
100%. Diagnostikovana fytoplazma ziskala v GenBao&ession number: EU552453
(7.4. obr.: 1a).

Obrazek nize naztaje podobnost mezi diagnostikovanou a ji Héyzrejsi
fytoplazmou. Podobnost je téZz vyzeaa pimo na sekvencich modrou barvou (7.4.
obr.: 1a a 1b).

1532k

[ | ElS52453

I I | | EOO10006

17340

elongani faktor - Tuf gen

K amplifikaci elonganiho faktoru, tedy Tuf genu (EF Tu), byly vzorkyjaiéve
amplifikovany v direct PCR s primery fTufl/rTuflteké tvdai produkt o velikosti
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1100pb a naslednv nested PCR a) primery fTufAY/rTufAY (940pb); Bljufu/rTufu
(850pb) (7.2. obr.: 1).

a) pozitivni vzorky. 1-8 byly po PCR s primery fTufAY/rTufAY &eny
restrikinimi enzymyBsgd (7.2. obr.: Al),Hpall (7.2. obr.: A2),Trul (7.2. obr.: A3).
V piipact enzymu Hpall byly vyStépeny specifické prouzky korespondujici
s refereinim profilem (Schneider a kol., 199fpuze u vzorku 7 se navic vty
nespecifické prouzky naz&gici smeésnou infekci pravé&podobre s fytoplazmou
skupiny Zloutenky astry (16Srl). Pouzitim enZyBs{d a Trul byly ziskany specifcké
profily u vzorki 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, avSak u vzorku 7 doSloitog vyS&peni
nespecifickych prozk

Podle Stpeni enzymentHpall Ize dale rozdlit skupinu stolburu na VKI, nebo
VKII (Tuf type |, II) (Langer a Maixner 2004). Sroanim restriknich profili bylo
uréeno z@azeni do skupiny VKII. Skupina VKII je obetmejrozstensjSi a naznéuje
ekologické a geografické ro¥séni fytoplazmy.

b) pozitivni vzorky ¢. 1-8 byly po PCR s primery fTufu/rTufu éseny
restrikinimi enzymyAlul (7.2. obr.: B1),Tad (7.2. obr.: B2),Trul (7.2. obr.: B3).
V piipact enzymuAlul u vzorku 4 byl vy&tpen zcela odliSny profil nazéajici infekci
fytoplazmou ze skupiny X-choroby (16Srlll), u vzark byly vyS€peny specifické
prouzky, ale i prouzky shodné s profilem u vzorkd, proto uvazujeme o sIne
infekci fytoplazem stolburu a X-choroby. U ostatnizorki byly vySg€peny specifické
prouzky korespondujici s refekarim profilem. V gipac enzymi Tad a Trul byly
shledany shodné vysledky jako u enzy@ilul (refrertni profily: Schneider a kol.,
1997).

Pro sekveéni analyzu byl vybran stejny vzorek jako tigadt 16S rDNA, a to
¢. 6. Po amplifikaci vzorku primery fTufl/rTufl ahe nasledném sekvencovani byl
produkt o délce 1001b srovnan sdaty v GenBank ponmmogramu BLAST.
NejpribuzrejSi fytopazmou z pohledu Tuf genu bylacema Non-culturable plant
pathogenic bacteria sp. clone STOLF (accession eunii46370), blizSi popisdetns
sekvence 7.4. obr.: 2b. a fylogeneticky strom @l&.: 2 (diagnostikovana fytoplazma
vyznatena ZIu¥). Podobnost mezi sekvencemi bylaéobd00%. Diagnostikovana
fytoplazma ziskala v GenBank accession number: R455.

Obrazek nize naztaje podobnost mezi diagnostikovanou a ji féyzrejsi
fytoplazmou. Podobnost je téZ vyzZeaa pimo na sekvencich modrou barvou (7.4.
obr.: 2a a 2b).
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1 ] ElT552455

[ [1 | L4a370

7Th

gen pro DNA helikazu

Vzorky byly amplifikovany primery G35 p/m (7.3. obrl), které amplifikuji
produkt o velikosti cca 1250pb. Pozitivni vzorkyl, 2, 3, 4, 6, 8 byly nasled8€peny
enzymy Alul a Msd. V praci autodh Duduk a Bertaccini (2006) bylo provedeno
restrikéni S€peni enzymemAlul. Zde je popsano specifickéépeni referetniho
stolburu a shodnost tohoto profilu s testovanynzorky, profily ale nebyly
publikovany, tudiz neni k dispozici refetem profil. Profily budou zejm¢ nejvice
odpovidat profilu u vzorkd. 6, ktery byl nasledhpouzit k sekvetni analyze.

Pro sekvencovani byl vzorek 6 amplifikovan primery G35 p/m. Produkt o
délce 1153b byl srovnan s daty dostupnymi v GenBeammkoci programu BLAST. Jako
nejpiibuzrejSi byla utena Candidatus Phytoplasma solani isolate 2CH (accession
number: EF653374), blizSi popigsetre sekvence 7.4. obr.: 3b. a fylogeneticky strom
7.5. obr.: 3 (diagnostikovana fytoplazma vyse@a Zlu¥). Podobnost mezi sekvencemi
byla 99,8%. Diagnostikovana fytoplazma ziskala wBank accession number:
EU552454.

Obrazek nize naztaje podobnost mezi diagnostikovanou a ji féyzrejsi
fytoplazmou. Podobnost je téZ vyzeaa pimo na sekvencich modrou barvou,
¢ervenou barvou jsou vyzéeny odliSnoti. V tomto fipact se liSila sekvence gerverg
oznaenych c¢astech ve dvou bazich, a to v pozici 465 baze, agndistikované
(EU552454) byla baze T u néjpuzrejSi (EF653374) byla baze C. Dale v pozici 948
baze byla u diagnostikované baze A, u FbjmrejsSi baze G (7.4. obr.: 3a a 3b).

1153h

[ | | ] ETT552454

I | | [ ] | EF&33374

1273h
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Srovnanim sekvenci s daty v GenBank byly ziskahkyesece nejgibuzrejSich
fytoplazem, a to vippact 16SrDNA s podobnosti 100%, u Tuf genu také 100% a
v genu pro DNA helikazu 99,8%, avSak tytéibpzné sekvence byly vzdy z jiného
izolatu fytoplazmy spadajici pod skupinu stolbuiRtoto bylo nutné zjistit, zda byly tyto
sekvencovany i v ostatnich dvou genech, &ipaut, Ze ano, jak se liSi. Analyzou
dostupnych dat (k 15.4. 2008) v GenBank bylo &ji§t Ze ani u jednoho z izotéat

nebylo prevedeno sekvencovani ve dvou ostatniceolpen
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5. Zavwr

Testované vzorky jetele doiho (Trifolium pratensg u kterych byl sledovéan
symptom zakrsloti (ilustkai obrazky 7.6. obr.: 1, 2), byly ziskany vip¢hu podzimu
r. 2004 ze Slechtitelské stanice v Hladkych Zivietic(Slechtitelska firma Ing. Hana
JakeSov4,CSc.).

Nasledr byla provedena izolace DNA ze vzérk amplifikace fytoplazmové
DNA primery specifickymi pro fytoplazmy. Resttikim Stpenim byla identifikovana
fytoplazma stolburu (16S rDNA XII-A).

Infekce fytoplazmou byla detekovana ptedhictvim PCR za pouziti primer
P1/P7 a naslednou nested PCR s primery R16F2n/R1BR&trikknim SEpenim
enzymy Msd, Tad, Alul, Bfal, Rsd, Hhal, Hadll, Hpall, Kpnl byly ziskany profily,
které odpovidaly &ive publikovanym zastugo skupiny stolburu (16S rDNA XII-A).

Stejnych vysledk bylo dosaZzeno ip pouZiti direct PCR s primery P1/P7 a
naslednym restridnim S€penim enzymenTrul a dle elektroforetického profilu bylo
prokazano, Ze se jedna skir&o fytoplazmu stolburu .

Déle byly pouzity primery fTufl/rTufl v direct PCRv nested PCR primery a)
fTUfAY/rTufAY (s néslednym &fpenim restriknimi enzymyHpall, Trul, Bsd); b)
fTufu/rTufu (s naslednym &benim restriknimi enzymy Tad, Trul, Alul), které
potvrdily predchozi zji&ni. Podle Sipeni enzymentpall byl identifikovan Tuf type
1.

Dopliujicim bylo pouziti primer G35 p/m nasledované restiikm Sgpenim
amplifikovanych fragmetit enzymyMsd a Alul. Tyto profily zatim je&t nebyly v
literature publikovany.

Sekvencovani PCR produktu ze vzorkué (6. jetel lgni - Hladké Zivotice
(14.6. 2005) 1/38/40 (IV)) a srovnani ziskanychveeki 16SrDNA (accession number:
552453), Tuf genu (accession number: 552455) a gealDNA helikazu (accession
number: 552454) s daty dostupnymi v GenBank ukazamejpibuzrejsi fytoplazmou
je vpipad 16S rDNA CandidatusPhytoplasma solani isolate 391 05 (accession
number: EU010006), v Tuf genu Non-culturable plaathogenic bacteria sp. clone
STOLF (accessiom number: L46370) a vgenu pro DNeélikhzu Candidatus
Phytoplasma solani isolate 2CH (accession numbEB58374). Je tedyigimé, Ze

vysledky sekvetni analyzy sméfuji k zaazeni testované fytoplazmy do taxonu
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CandidatusPhytoplasma solani spadajici pod skupinu stolbXii+A), coz potvrzuje
predeSlou PCR/RFLP analyzu.

Fytoplazma stolburu bramboru je karanténnim mikganismem, jehoz vyskyt a
opateni proti #mu jsou osSéeny Zakonem o rostlinolékské péi a provadcich
piedpisecht. 147/1996 Sb. Infekce timto patogenerizmzpisobit ve vynosu brambor
ztraty presahujici 80%, avSak tyto ztraty Kkolisaji perioglickZvySeny vyskyt
fytoplazmy stolburu i2jme vznista se zvysujicimi se teplotami, kdy dochazi kesemg
aktivité¢ vektor.

Diagnostikovana fytoplazma, ktera byla izolovangetele I&niho a po
PCR/RFLP a sekveni analyze situje k z&azeni do skupiny stolburu resp. do taxonu
Candidatus Phytoplasma solani, do¢moz spada fytoplazma stolburu bramboru,
naznguje mozné riziko do budoucnostiigstoze je vyskyt infikovanych rostlin
Slechtitelského materialu jetelec¢hiho v sodasné dob sporadicky (8 nalezenych
symptomatickych infikovanych rostlin pouzitych vapi). Nelze tedy podéevat
potencial fytoplazmy stolburu bramboru na jetelbkpd vime jaké vynosové ztraty
muze vykazovat na bramboru.

Dil¢i vysledky této prace budou pouzity na nadchazéjaciferenci The 3rd
Conference of the International Working Group on gume and
Vegetable Viruses, kterd se bude konat 20-23. si20@8, Ljubljana, Slovinsko
(abstrakt 7.7.).

Vyzkum zastiny grantem MZECR-NAZV zabyvajici se diagnostikou vira
fytoplazem ve Slechtitelském materialu jeteléniilno nadéale poktalje a jeho vysledky

mohou mit kladny vliv na situaci v ochraproti fytoplazmam.
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7. Prilohy

Obrazky: legenda

M — marker 100bp (velikost fragmeénbdshora sgrem dofi: 1500, 1000, 900, 800,
700, 600, 500, 400, 300, 200, 100, 50 bp)

. jetel lini - Hladké Zivotice (26.5. 2005) 25/17/14 (1)  elf@nl

. jetel lini - Hladké Zivotice (26.5. 2005) 26/16/33 (lI) lelgen2

. jetel leni - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 25/5/48 (I)  d#e3

. jetel lini - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 1/37/42 (1l)  d4én4

. jetel lini - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 6/13/20 (1) ld4en5

. jetel leni - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 1/38/40 (IV) d4én6

. jetel leni - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 1/46/46 (V) d@a7

. jetel leni - Hladké Zivotice (14.6. 2005) 3/21/36 (VI) d§én8
Mol. Molliere disease (28.11. 2005) dale Mal
V1. negativni kontrola (voda) master mix s primery dale jenv1l

0o N oo o0 A W DN P

V2. negativni kontrola (voda) master mix s primery  dale jenv2

* ¢isla 1.,2., ...8. udavajislo vzorku

* datum v zavorce udava datum izolace vzorku

* ¢islo ve formatu xx/xx/xx udava interni polni oZeai rostliny
* fimskacislice v zavorce udavéslo vzorku v ramci izolace

* ,dale jen" 1 az V2 ozn&ni na fotografiich
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7.1. 16S rDNA

obr.Al: direct PCR s primerf?1/P7(marker a popis vzotkviz.

legenda)

M1 2 3 4 5 6 7 8 V]1V2

obr.A2: S€peni enzymenirul, po direct PCR s primery P1/P7

(marker a popis vzotkviz. legenda)

/1 (1]
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obr.B1: nested PCR s primeB1/P7—R16F2n/R16R2(marker

a popis vzorl viz. legenda)

M 1 2 3 4 3 6 7 8 MOL VI V2

obr.B2: S€peni enzymenilul, po nested PCR s primery
P1/P7/-R16F2n/R16R2 (marker a popis vzbrkz. legenda)

M 1 2 3 4 3 6 7 8 MOL
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obr.B3: S€peni enzymenBfal, po nested PCR s primery
P1/P7/F2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 MOL

obr.B4: S€peni enzymeniaelll , po nested PCR s primery
P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 MOL
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obr.B5: S€peni enzymenilhal, po nested PCR s primery

P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M1 23 4 5 6 7 8 9

obr.B6: S€peni enzymenipall , po nested PCR s primery
P1/P7F2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M 1 2 3 4 5 6 7 8§ MOL
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obr.B7: S€peni enzymenKpnl, po nested PCR s primery
P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M L2 3 4 5 6 7 8 MOL

obr.B8: S€peni enzymenMsel, po nested PCR s primery

P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 MOL
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obr.B9: S€peni enzymenksal, po nested PCR s primery

P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M 1 2 3 4 5 6 7 8 MOL

obr.B10: S&peni enzymentagl, po nested PCR s primery

P1/P7HF2/R2 (marker a popis vzarkiz. legenda)
M1 2 3 4 5 6 7 8 MOL
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7.2. Elong&ni faktor - Tuf gen

obr.1: nested PCR s primefyufl/rTufl —fTufAY/rTufAY (A)
a nested PCR s primery fTufl/rTeffTufu/rTufu (B) (marker a

popis vzork viz. legenda)

M1 234567 8V11 234567 8§8V1IV2

TufAY Tufu

obr.Al: S€peni enzymenBspl, po nested PCR s primery
fTufL/rTufl—fTufAY/rTufAY (marker a popis vzork viz.

legenda)
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obr.A2: S&peni enzymenipall , po nested PCR s primery
fTufl/rTufl->fTufAY/rTufAY (marker a popis vzotkviz.

legenda)

obr.A3: S&peni enzymenirul, po nested PCR s primery
fTufl/rTufl->fTufAY/rTufAY(marker a popis vzork viz.

legenda)
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obr.B1: S€peni enzymenilul, po nested PCR s primery
fTufl/rTufl—fTufu/rTufu (marker a popis vzoikviz. legenda)

M 1 2 3 4 3 6 7 8

obr.B2: S€peni enzymenTtasl, po nested PCR s primery

fTufl/rTufl—fTufu/rTufu (marker a popis vzoikviz. legenda)
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obr.B3: S€peni enzymenirul, po nested PCR s primery
fTufl/rTufl—fTufu/rTufu (marker a popis vzoikviz. legenda)

7.3. Gen pro DNA helikadzu

obr. 1: direct PCR s primer35 p/m (marker a popis vzotk

viz. legenda)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 V1 V2

a7



obr. 2: S&peni enzymemilul, po direct PCR s primery G35 p/m

(marker a popis vzortkviz. legenda)

obr. 3: S€peni enzymenmsel, po direct PCR s primery G35 p/m

(marker a popis vzotkviz. legenda)

b l’HlHl
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7.4. Sekvencovani

obr.la: sekvencd 6S rDNA, 1532b (GenBank accession
number: EU552453)

1

bl
121
181
24l
301
361
42l
44l
541
LOL
kbl
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
12kl
1321
1381
144l
1501

obr

CCTAGCAATA
GGCCTACCAA
AGACACGGCC
TCTGACCGAG
GGGAAGAAAA
CTATGTGCCA
TAAAGGGTGC
TGCTATAAAA
TAAAATGCGT
GACGCTGAGG
CTAAACGATG
CCGCCTGAGT
GCGGTGGATC
CTTTTGCAAA
TCGTCAGCTC
TAATTGCCAT
TGGGGACGAC
CTGTTACAAA
TCGGATTGAA
CATGTCGCGG
GGCAATACCC
GTTGATGATT
CTCCTTTCTA
TTTTTAAGAT
CGGTGGTTCA
AAAGTAGATA

.1b: nejpibuzrejsi fytoplazma v 16S rDNA, 1734b (GenBank

GGTATGCTTA
GACGATGATG
CAAACTCCTA
CAATGCCGCG
GATGGTGGAA
GCAGCCGCG6
GTAGGCGGTT
ACTGTTTAGC
AAATATACGG
CACGAAAGCG
AGTACTAAAC
AGTACGTACG
ATGTTGTTTA
GCTGTAGAAA
GTGTCGTGAG
CATTAAGTTG
GTCAAATCAT
GGGTAGCTAA
GTCTGCAACT
TGAATACGTT
AAAGCCGGTG
GGGGTTAAGT
AGGATAAAGT
TCGGGCCTAT
AGTCCATTTA
AACAAAGGTT

GGGAAGAGCT
TGTAGCCGGG
CGGGAGGCAG
TGAACGATGA
AAACCATTAT
TAATACATAG
AAATAAGTTT
TAGAGTTGGA
AGGAACACCA
TGGGGAGCAA
GTTGGATAAA
CAAGTATGAA
ATTCGAAGGT
TACAGTGGAG
ATGTTGGGTT
GGGACTTTAG
CATGCCCCTT
AGCGTAAGCT
CGACTTCATG
CTCGGGGTTT
GCCTAACTTG
CGTAACAAGG
TATCATCTTC
AGCTCAGCTG
GGCCCACCAA
AGAAAATTAA

TGCGTCACAT
CTGAGAGGTC
CAGTAAGGAA
AGTATTTCGG
GACGGTACCT
GGGGCAAGCG
ATGGTCTAAG
TAGAGGCAAG
GAAGCGAAGG
ACAGGATTAG
ACCAGTGTTG
ACTTAAAGGA
ACCCGAAAAA
GTTATCAGAA
AAGTCCCGCA
CAAGACTGCC
ATGACCTGGG
TCTGGCGAAT
AAGTTGGAAT
GTACACACCG
AGCAATCAAG
TATCCCTACC
AGTTTTGAGA
GTTAGAGCAC
AATAGGTCAC
AG

TAGTTAGTTG
GAACGGCCAC
TTTTCGGCAA
TACGTAAAGT
AATGAATAAG
TTATCCGGAA
TGCAACGCTC
TGGAATTCCG
CGGCTTGCTG
ATACCCTGGT
AAGTTAACAC
ATTGACGGGA
CCTCACCAGG
GCACAGGTGG
ACGAGCGCAA
AATGATAAAT
CTACAAACGT
CTCAAAAAAG
CGCTAGTAAT
CCCGTCAAAC
AAGGAGCCGT
GGAAGGTGGG
GACTTAAGAA
ACGCCTGATA
ATCTTAAAAA

GTGGGGTAAT
ATTGGGACTG
TGGAGGAAAC
TCTTTTATTA
CCCCGGCTAA
TTATTGGGCG
AACGTTGTGA
TGTGTAGTGG
GGTCTTAACT
AGTCCACGCC
ATTAAGTACT
CTCCGCACAA
TCTTGACATG
TGCATGGTTG
CCCTTGTTGT
TGGAGGAAGG
GATACAATGG
CAGTCTCAGT
CGCGAATCAG
CACGAAAGTT
CTAAGGTAGG
GATGGATCAC
AGTTTTTCAT
AGCGTGAGGT
AGCTCTTTGA

accession number: EU010006}ndidatusPhytoplasma solani isolate 391
05 16S ribosomal RNA gene, partial sequence; 165rRHsomal RNA intergenic
spacer and tRNA-Ile gene, complete sequence; aBdiB8somal gene, partial

sequence (Pacifico a kol., 2007)

bl
121
181
24l
301
361
42l
4ol
541
LOL
kbl
21
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

GAAGTTTAAG
CTAAGACGAG
CTTCTTATTT
GTTAGTTGGT
ACGGCCACAT
TTCGGCAATG
CGTAAAGTTC
TGAATAAGCC
ATCCGGAATT
CAACGCTCAA
GAATTCCGTG
GCTTGCTGGG
ACCCTGGTAG
GTTAACACAT
TGACGGGACT
TCACCAGGTC
ACAGGTGGTG
GAGCGCAACC
TGATAAATTG
ACAAACGTGA
CAAAAAAGCA

CAATTAAACT
GATAACAGTT
TTAAAAGACC
GGGGTAATGG
TGGGACTGAG
GAGGAAACTC
TTTTATTAGG
CCGGCTAACT
ATTGGGCGTA
CGTTGTGATG
TGTAGTGGTA
TCTTAACTGA
TCCACGCCCT
TAAGTACTCC
CCGCACAAGC
TTGACATGCT
CATGGTTGTC
CTTGTTGTTA
GAGGAAGGTG
TACAATGGCT
GTCTCAGTTC

TTAGTGGCGA
GGAAACGACT
TAGCAATAGG
CCTACCAAGA
ACACGGCCCA
TGACCGAGCA
GAAGAAAAGA
ATGTGCCAGC
AAGGGTGCGT
CTATAAAAAC
AAATGCGTAA
CGCTGAGGCA
AAACGATGAG
GCCTGAGTAG
GGTGGATCAT
TTTGCAAAGC
GTCAGCTCGT
ATTGCCATCA
GGGACGACGT
GTTACAAAGG
GGATTGAAGT
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ACGGGTGAGT
GCTAAGACTG
TATGCTTAGG
CGATGATGTG
AACTCCTACG
ATGCCGCGTG
TGGTGGAAAA
AGCCGCGGTA
AGGCGGTTAA
TGTTTAGCTA
ATATACGGAG
CGAAAGCGTG
TACTAAACGT
TACGTACGCA
GTTGTTTAAT
TGTAGAAATA
GTCGTGAGAT
TTAAGTTGGG
CAAATCATCA
GTAGCTAAAG
CTGCAACTCG

AACGCGTAAG
GATAGGAGAT
GAAGAGCTTG
TAGCCGGGCT
GGAGGCAGCA
AACGATGAAG
ACCATTATGA
ATACATAGGG
ATAAGTTTAT
GAGTTGGATA
GAACACCAGA
GGGAGCAAAC
TGGATAAAAC
AGTATGAAAC
TCGAAGGTAC
CAGTGGAGGT
GTTGGGTTAA
GACTTTAGCA
TGCCCCTTAT
CGTAAGCTTC
ACTTCATGAA

CAATCTGCCC
AAGAAGGCAT
CGTCACATTA
GAGAGGTCGA
GTAAGGAATT
TATTTCGGTA
CGGTACCTAA
GGCAAGCGTT
GGTCTAAGTG
GAGGCAAGTG
AGCGAAGGCG
AGGATTAGAT
CAGTGTTGAA
TTAAAGGAAT
CCGAAAAACC
TATCAGAAGC
GTCCCGCAAC
AGACTGCCAA
GACCTGGGCT
TGGCGAATCT
GTTGGAATCG



12E1
1321
1381
144l
1501
15E1
1k21
1k8l

CTAGTAATCG
CGTCAAACCA
GGAGCCGTCT
AAGGTGGGGA
CTTAAGAAAG
GCCTGATAAG
CTTAAAAAAG
CGCACAGTGG

CGAATCAGCA
CGAAAGTTGG
AAGGTAGGGT
TGGATCACCT
TTTTTCATTT
CGTGAGGTCG
CTCTTTGAAA
ATGCCTTGGC

TGTCGCGGTG
CAATACCCAA
TGATGATTGG
CCTTTCTAAG
TTTAAGATTC
GTGGTTCAAG
AGTAGATAAA
ACTAAGAGCC

AATACGTTCT
AGCCGGTGGC
GGTTAAGTCG
GATAAAGTTA
GGGCCTATAG
TCCATTTAGG
CAAAGGTTAG
GATGAAGGAA

CGGGGTTTGT
CTAACTTGAG
TAACAAGGTA
TCATCTTCAG
CTCAGCTGGT
CCCACCAAAA
AAAATTAAAG
TCACTAGTGA

ACACACCGCC
CAATCAAGAA
TCCCTACCGG
TTTTGAGAGA
TAGAGCACAC
TAGGTCACAT
GAACTAAGGG
ATTC

obr.2a sekvencd&uf gen, 1001b (GenBank accession number:
EU552455)

bl
121
181
24l
301
361
42l
4ol
541
LOL
kbl
21
781
841
901
961

obr

1
bkl
121
181
24l
301
361
421
4ol
541
L01
kL
721
781
84l
901
961

obr

ACTACTTACA
GACCAAATTG
GTTGAATATG
TATATTAAAA
GGCGCAGATA
GTTCCTAAAA
GAATTAGTTG
ACCCCTATTA
CAAGTTAACG
GATAAACCTT
GTTACTGGTA
CTTAAAGACA
TTTGCTCAAG
CAACGTGGTC
CAAGCTTATA
CGTCCGCAAT
GTTAAAATGG

GCTGCATCAT
ATAACGCTCC
AAACATCAAA
ACATGATTAC
GTGTTATGCC
TTGTTGTTTT
AAATGGAAGT
TTAGAGGTTC
AATTAATCAA
TCTTAATGCC
GAGTTGAAAG
CTAGAAAAAC
CAGGCGATAA
AAGTGTTAGC
TCTTAACTAA
TCTATTTCCG
TTATGCCAGG

CAGTGTTAGC
TGAAGAAAGA
AAGACACTAT
TGGTGCTGCT
TCAAACTAGA
CTTAAACAAA
CCGTGAATTA
TGCGTTAAAA
CGCTTTAGAT
AGTCGAAGAT
AGGACAAGTT
CATCGTAACA
CGTTGGAGCT
CAAACCAGGT
AGAAGAAGGA
TACAACTGAT
TGACAACGTT

TTCTCAGGGT
GAACGTGGAA
GCTCACGTTG
CAAATGGATG
GAACATATTT
TGTGACCTTT
TTATCTAAAT
GCTTTAGAAG
TCTTACATTG
GTTTTCACTA
AAAGCTGGTG
GCAATTGAAA
TTGTTGCGTG
TCTGTGAAAC
GGACGACACA
ATTACAGGAG
GAATTAACTG

TAGCTAAAAG
TTACGATTAA
ATTGTCCAGG
CCGCTATTTT
TGTTAGCTCG
GTCCGGATGA
ATGATTTTCC
GTGACAAACA
AAGATCCAGT
TCACTGGTAG
ATGAAATAGA
TGTTTAAAAA
GAATTAACCG
CTCATTTTCA
CTGCCTTTTT
TTGTTGAATT
T

TAGAGCTTAT
AACTTCTCAC
ACACGCCGAT
AGTAGTTTCT
CCAAGTAGGG
AGAAATTTTA
GGGCGATGAT
TTACATTGCA
GCGTGAAGTT
AGGAACAGTA
AATCATAGGT
AGATTTAGAT
TGAAGATGTT
ATTTGTGGCG
TTCCCAATAC
ACAAGGTGAT

.2b: nejribuzrejsi fytoplazma v Tuf genu, 977b (GenBank

accession number: L4637 0l5n-culturable plant pathogenic bacteria sp.
clone STOLF alengation factor EF-TU (tuf) gene tipacds. (Schneider a kol., 2005)

GGGTTAGCTA
GGAATTACGA
GTTGATTGTC
GATGCCGCTA
ATTTTGTTAG
CTTTGTCCGG
AAATATGATT
GAAGGTGACA
ATTGAAGATC
ACTATCACTG
GGTGATGAAA
GAAATGTTTA
CGTGGAATTA
AAACCTCATT
CACACTGCCT
GGAGTTGTTG
ACTGTTACTT

AAAGTAGAGC
TTAAAACTTC
CAGGACACGC
TTTTAGTAGT
CTCGCCAAGT
ATGAAGAAAT
TTCCGGGCGA
AACATTACAT
CAGTGCGTGA
GTAGAGGAAC
TAGAAATCAT
AAAAAGATTT
ACCGTGAAGA
TTCAATTTGT
TTTTTTCCCA
AATTACAAGG
TAAACAA

TTATGACCAA
TCACGTTGAA
CGATTATATT
TTCTGGCGCA
AGGGGTTCCT
TTTAGAATTA
TGATACCCCT
TGCACAAGTT
AGTTGATAAA
AGTAGTTACT
AGGTCTTAAA
AGATTTTGCT
TGTTCAACGT
GGCGCAAGCT
ATACCGTCCG
TGATGTTAAA

ATTGATAACG
TATGAAACAT
AAAAACATGA
GATAGTGTTA
AAAATTGTTG
GTTGAAATGG
ATTATTAGAG
AACGAATTAA
CCTTTCTTAA
GGTAGAGTTG
GACACTAGAA
CAAGCAGGCG
GGTCAAGTGT
TATATCTTAA
CAATTCTATT
ATGGTTATGC

CTCCTGAAGA
CAAAAAGACA
TTACTGGTGC
TGCCTCAAAC
TTTTCTTAAA
AAGTCCGTGA
GTTCTGCGTT
TCAACGCTTT
TGCCAGTCGA
AAAGAGGACA
AAACCATCGT
ATAACGTTGG
TAGCCAAACC
CTAAAGAAGA
TCCGTACAAC
CAGGTGACAA

AAGAGAACGT
CTATGCTCAC
TGCTCAAATG
TAGAGAACAT
CAAATGTGAC
ATTATTATCT
AAAAGCTTTA
AGATTCTTAC
AGATGTTTTC
AGTTAAAGCT
AACAGCAATT
AGCTTTGTTG
AGGTTCTGTG
AGGAGGACGA
TGATATTACA
CGTTGAATTA

.3a sekvencegen pro DNA helikazy 1153b (GenBank
accession number: EU552454)

1 CCAAGTCATT GATTGTTTTT TACCCCAAGC AAACATCTTT TTACAAACAT TACTGACTAA
bl CCAATTCCTC CCTTTTAGCG ATATTAACAT GATTAAAAAT AAAAAATAAG GAGTTAATAT
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121
181
24l
301
361
L2l
Lol
541
LOL
kbl
721
781
aul
901
961
1021
1081
1141

obr

bl
121
181
24l
301
361
L2l
Lol
541
LOL
kbl
21
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
12kl

AAAATGTTAA
CAATGGGAAA
AACAACACAA
CCTTGGGATA
ACCCATTTTC
AATGAGGAAA
TTGTTCCAAC
AAACATTTTT
CACAAAAATG
TTTGAGTCCA
ACTTTCAAAG
GGGGGCTATA
AAAACCAAAC
ACCTTAGAAG
ATTTTAGATA
AAGACCGCAA
AATATTGATT
ATCGTCATTG

CCAACGAACA
AGGCAAACCT
AAATATTTAC
AAATCAAATC
CCCAAGATAA
ACAACCTTGA
AACTCTTAAA
ATTATCAAGA
ATAAAACACT
ATCAACAAGC
GATTAAATCA
CTGGTTTAGG
ATCAAGAAAC
AAAATTTAAG
AAAATTTTGA
AACAATTATT
ACGTCATTGA
ACC

ACGCGCCTTG
TTATTGCCAA
AGCTTTAAAA
TCAAACGGAG
CTTTACGAAA
TTTTTTAGAT
AATCATTAGT
AATCTTTGAT
CTTTAATTTA
CAAACAAAAA
AGCCACGAAA
AAAAACCACT
AAACAAACAT
TCGTTTATTA
AGACTCAAAC
CGCCAACATA
TTTAGTTTAT

CAACAAGTCA
ATCATCAACC
TATTTATTTT
ATAATCCAAG
GAATCACTAT
AACCTAAAAC
CCTTCTTTTG
AAATTAAGAA
AATCAAATGG
ATTCAAGAAG
GGCTTTAAAA
TTTGTCTACA
CCAAATATGT
GCCCACCAAA
ATCACACAAC
AATTTATCAT
CGCCTCTATT

TATCTTATAT
CCCAAACCCT
TAGAAAAACA
AATTAATCAC
CATTTTTAAG
ACACCTATAA
AAAACAAGGA
AATTTATGGC
CTTCTTGTCA
AATATTACCG
AAGGTCAAAT
ACCTTTTAAT
TGGTHTTTTC
CTCAAATTCC
ACACCTACAC
TCAGTTACGA
TGGAACAAAA

CGAACAAGGC
ACTTGACCCC
AACATCTCAT
CTATCTTCAA
TGATAATTTT
CCAAGAAAAA
TCCTTATCAC
TTTTATTCCT
TCCTGAATTT
CCTATCAGAA
TATCACCATT
AGACATTTCA
TTATGAAATG
TTTAGATATT
GGAAAGGATG
TAAAGGCAAA
AATCGAAATC

.3b: nejpibuzrejsi fytoplazma v genu pro DNA helikazu

(GenBank accession number EF6533 ¢4)tidatusPhytoplasma solani
isolate 2CH replicative DNA helicase gene, paxds. (Seruga a kol., 2007)

TAACACTGTG
TAACCAAGTC
TAACCAATTC
TATAAAATGT
GGCCAATGGG
CCCAACAACA
CATCCTTGGG
CAAACCCATT
TTTAATGAGG
AAATTGTTCC
CACAAACATT
CCTCACAAAA
TTTTTTGAGT
GAAACTTTCA
ATTGGGGGCT
TCAAAAACCA
ATGACCTTAG
ATTATTTTAG
ATGAAGACCG
AAAAATATTG
ATCATCGTCA
TTAGCCATTG

GAAGCTCAAA
ATTGATTGTT
CTCCCTTTTA
TAACCAACGA
AAAAGGCAAA
CAAAAATATT
ATAAAATCAA
TTCCCCAAGA
AAAACAACCT
AACAACTCTT
TTTATTATCA
ATGATAAAAC
CCAATCAACA
AAGGATTAAA
ATACTGGTTT
AACATCAAGA
AAGAAAATTT
ATAAAAATTT
CAAAACAATT
ATTACGTCAT
TTGACCACCT
ACG

GATTAAACAA
TTTTACCCCA
GCGATATTAA
ACAACGCGCC
CCTTTATTGC
TACAGCTTTA
ATCTCAAACG
TAACTTTACG
TGATTTTTTA
AAAAATCATT
AGAAATCTTT
ACTCTTTAAT
AGCCAAACAA
TCAAGCCACG
AGGAAAAACC
AACAAACAAA
AAGTCGTTTA
TGAAGACTCA
ATTCGCCAAC
TGATTTAGTT
TCAAATAACC
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GAAAATCAAA
AGCAAACATC
CATGATTAAA
TTGCAACAAG
CAAATCATCA
AAATATTTAT
GAGATAATCC
AAAGAATCAC
GATAACCTAA
AGTCCTTCTT
GATAAATTAA
TTAAATCAAA
AAAATTCAAG
AAAGGCTTTA
ACTTTTGTCT
CATCCAAATA
TTAGCCCACC
AACATCACAC
ATAAATTTAT
TATCGCCTCT
AAATCGACTA

CAAGGGAGAA
TTTTTACAAA
AATAAAAAAT
TCATATCTTA
ACCCCCAAAC
TTTTAGAAAA
AAGAATTAAT
TATCETTTTT
AACACACCTA
TTGAAAACAA
GAAAATTTAT
TGGCTTCTTG
AAGAATATTA
AAAAAGGTCA
ACAACCTTTT
TGTTGGTETT
AAACTCAAAT
AACACACCTA
CATTCAGTTA
ATTTGGAACA
ATCATTTAGA

TCTTAGGAAT
CATTACTGAC
AAGGAGTTAA
TATCGAACAA
CCTACTTGAC
ACAAACATCT
CACCTATCTT
AAGTGATAAT
TAACCAAGAA
GGATCCTTAT
GGCTTTTATT
TCATCCTGAA
CCGCCTATCA
AATTATCACC
AATAGACATT
TTCTTATGAA
TCCTTTAGAT
CACGGAAAGG
CGATAAAGGC
AAAAATCGAA
AAATGATCGA



7.5.Fylogenetické stromy

obr. 1: fylogeneticka pozice srovnanim sekveé&s rDNA

Sweet poteto litte leaf phyvtoplasma 165 ribosomal RMA gene, partial 5.
Aster wellows phytoplasma, B izolate 990105 165 Hbosomal RMA 9ene, partial segquence
Sasa witches - broom phytoplasma genes for 165 rRMA, TRAE 1k, partial sequence
Aster wellows phutoplasme, 165 ibosomal RA gene, parisl sequence; 165 235 b,
Aster wellows phutoplasma strain AY 1 clone 10 ribosomal RMA operon B, part..
@ tulberry dwarf phytoplasma, 165 dbosomal RWA 9ene, partial sequence; 165235
Helianthws debilis lite leaf phvtoplasme 165 ribasomal RMA gene, partial sequence; 16...
A petiwinkle virescence phitoplasma 165 ribosomal RhA gene, pa.r‘ha] sequence; 1652,
Maize bushw stunt phatoplasma bosomal RMA operon, pardial sequence
Dogfennel wellows phtoplasma, 165 ribosomal RMA gene, partisl sequence; 165235,
Epilobium phylody phitoplasma 16 S rbosomal RMA gene, partial sequence; 185235 inter...
I Aster wellows phutoplasma shain A% BD2 165 235 Hbosomal RWA operon B, pat
&' rehmanniz alutinosa, var. purpures phatoplasma 165 ribosomal RRa, gene and tRMA- le gen,
& ulbery dwarf phitoplasma 165 ibosomal RMA gene, parfial sequence; 165235 inte.
Q0 ’j Aster wllows phytoplesma, strain A% BD2 165 235 ribosomal RMA 0.
-' Silene nicaeensis virescence phytoplasma 165 Hbosomal RMA gene, parfial sequence; 1652,
Broccoli phytoplasma sp. br273 165 ibosomal RhlA gene and 1652355 bosomal RhA inte.
Aster vellows phytoplasma 165 ribosomal RMA gene, parfial sequence; 165255 ribosomal B,
g Cactus witches- broom phitoplasma stein YN26 165 ribosomal RMA .
i3 ash witches - broom phytoplasma 165 ribosomal RM& gene, partial sequence; 165235 ribos.
41 ster vellows phytoplasma 165 ribosomal RMA gene, parha] sequence; 165235 ribos...
i  aster vellows phytoplasma 165 fbosomal RHA gene, partial sequence; 165 235 Hbos...
& Valerianz wellows phitoplasma clone Valv 1 nnE apeton, parfial sequence
Peanut vellows phvtoplasma 165 ribosomal RRA gene, partial sequen..
hwcoplasme: like sp. 235 and 165 ribosomal RMAS, T transfer RA and lle ranst..
Aster pellows phutoplasmea sfrain AY- B 16 5 ibosomal RMA gene, partial seq.
Aster wellows phitoplasma strain A% 1 clone 14 Hbosomal RMA aperon &, part.
Aster pellows phutoplasme sfrein 4%- 5 165235 ribosomal RMA operon.
Aster wellows phutoplasma strain A% 5 165235 ribosomal RMNA 0.
92 aster vellows phitoplasma fibosomal RRA operon, parfial sequence
-] onion wellows phvtoplasma 0y W DRA, complete genome
4 EBatey deformation phitoplasme 16 5 ribosomal RMA gene, partial sequence; ..
@ 5 Valeriana pellows phitoplasma clone Va2 nma operon, parial sequence
4| G aster wellows phytoplasma watercress’ 165 ribosomal RMA gene, partial sequence; t
@ Aster wellows phytoplasma B isolate 33UWES 163 ibosomal RiA gene, partial seq..
Carrot phitoplasma sp. Ca2006/ 165 Hbosomal RMA 9ene, partisl sequence; 165
5 Heecinth virescence phytoplasma ribosomal RMA operan B, part.
5 Apple sessile leaf phytoplasma 16 5 ribosomal RMA 9ene, partial sequence; 165 .
Heecinth virescence phytoplasma bosomal RH& operon &, parfial sequence
Silene virescence phytoplasma 165 ribosomal RRA 9ene, partial sequence; 165 255 Hbosom
Phytoplasma sp. 165 Hbosomal RMA and tRMA- e genes, complete sequence
» Carrot phytoplasma sp. ca2006/5 165 ribosomal RkA gene and 165255 ribosom...
% Periwinkle virescence phytoplasma strain CICYT 165 Hbosomal RM A gene, partial 5.
& Rocket larkspur witches - broom phatoplasmia genes for 165 rbosomal R
9 onion wellow dwarf phitoplasme genes for 165 FRMA, tRMNAlle, 235 FRMA, ..
Carrot phytoplasma sp. ca2006M 165 ribosomal RMA gene and 165 255 ribosamal RWA inte..
15 aster wellows phytoplasma, isolabe 990111 165 ribosomal R4 gene, parfial sequence
3 Astersellows witches'- broam phutoplasma AWWE, complete genome
T aster vellows phytoplasma shain & WE 165 255 Hbosomal RMA operon &,..
i Aconitum proliferation phatoplasma. 165 tibosamal RMA gene, partial sequence; RbA Nl
g Ot proliferation phutoplasme, fibosomal RMA operon, Darﬁal FeUEnCE
Tomato big bud phytoplasma bosomal RkA operon, parfial sequence
2 Foa stunt phytoplasme. B operon 165 ibosomal RhA
Clover phgdlody phtoplasma strein CPh rbosomal RMA.
Clouerphﬂlody phytoplasma strain CPh ribosamal RWA o,
Poashunt phtoplasma nme operon 165 Hbosomal B

i

@

] tollicutes 165 FRMA Jene
& Czech Echinaces purpurea phidlody phitoplasma 165 ibosomal RiA gene, par.
Fitres rubskum phytoplasma 165 ribosomal RAA gene, partisl sequence
sirhinaberry wellows phitoplasma isolade ChTv ik + 165 ribosomal .
Chinabeny vellows phytopla..
& Chinaberry vellows phytoplasmaisolate ...
etican periwinkle virescence phytoplasma 165 Hbosomal RHA 9ene, c.
& Candidatus Phytoplasma fregariae 165 ribosomal RAA gene, parfial sequence; 165 235 ribosomal RRA infergenic
1 Chinese pofato phytoplasma Y20 165 ibosomal RA gene, partiel sequence; 165 235 Hbosomal R.
Chinese poteto phytoplasma Y106 165 Hbosamal RMA ene, parfial sequence; 165235 fibosomal RMA in
Chinese pofato phitoplasma Y- 169 165 rbosomal RMA gene, parfial sequen.
§ Mebraska potato purple fop phytoplasma, PRT15 .
1 Mebraska poteto purple top phtoplasma, PP
4 Mebraska poteto purple top phatoplasma. P PTS-ME.
£ Texas potato purple top phytoplasma FRT2TH 1...
4 <0 Terias pofato purple top phytoplasma PRTI-TX 1.
Mebraska poteto purple top phyvtopla...
mollicutes sp. (associated with papaye dieback disease) 165 RMA gene
Strawbermy green petal phitoplasma 165 rRkA and TRAA- e genes for 16 5 rbasomal
[ Shawberrvlethal vellows phytoplasma 16 5 rRMA and tRNA- e enes for 165 ribos..
a T 4 caplasma sp. 165 PRAA and TRMA-le genes
Australian grapevine vellows phytoplasma 165 Hbosomal RMA (165 FRMA) .
Strawberry virescence phtoplasma isolate 3101 165 ribosomal B
Candidatus Phytoplasma solani 165 ribosomal RbA gene and 165235 ribosomal Rk intergenic spacer, parial 5.
Bindweed vellows phytoplasma 165 rR.
Wollicutes (from U, Vinifera) 165 ribosomal RMA (small subunity
a mallicutes (fram C.anuum to C.roseus) 165 ribosomal RMA (small subuity
N Stolbur phytoplasma clone b 165 ribosomal RhA gene and 16,
[ b Stolbwr phytoplasma clone 2 165 rib...
& Candidatus Phytoplasma salaniisolate 93_04 165 fbosomal RMA 9ene and 165 235 rRMA intergen.
b Corre reddening phetoplasma 200582 165 vbosomal RWA gene and 165 235 vbosomal RMA interg..
¥ Candidatus Phytoplasma solani isolate 104_04 165 ribosomal RMA gene and 165235 rRMA I
Candidatus Phetoplasma solani isolate 425_05 165 ribosomal RiA gene, partial se.
h Candidatus Phytoplasma solani isolate Porrocacs 1.

31064
E Candidatus Phytoplasma salani isolabe 400_0% 165 ibosomal RMA gene, partial sequen...
Stolbur phytoplasma 165 ribasomal RbA gene, complete sequence; TRRA-le gene, ©
L Candidatus Phytoplasma solani isolate 409_05 165 bosomal RMA 9ene, partial sequence; 16,
Candldafus Phytoplasme solani isolate 391_05 165 tibosomal RMA Qene, partial sequence; 165 235 Hbos
-] Candidatus Phetoplasma, solani isolate 415_05 165 nbosoma] RbA& gene, parha] sequence; 16..
Candidatys Phytoplasma, solani isolate 55_04 165 ibosomal kM4 gene and 165 235 1R
Candidetus Phitoplasma soleni isolate 92_04 165 ribosomal RMA gene
Candidatus Phytoplasma solani isolate 134_04 165 Hhosamal RRA 9ene and 165 235 FRMA .
candidatus Phytoplasma solani 165 rRiA gene, partial 165235155 and tRMA-lle gen...
Candidatus phetoplasma solani isolate 06 P 5055 16 5 Hbosomal RM& gene, parial sequence; 185-2..

Lo el =
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obr. 2: fylogeneticka pozice srovnanim sekvencefubgen

@ Barfonella wibocorm CIP 105476 complete genome, bpe strain .
Costaria costate protein svnthesis elongation factor Tu (tufa) gene, chloroplast gene encoding chloroplast p..
Eutreptia virdis elonaadion factor TU (tufa) gene, parial ods; chloroplast gene for chloroplast ..
] Thorea gaudichaudii chloroplast tufa gene for elongation factor TU, parfial cds, coundre Philippines: Kawasan R
i Thore gaudichaudii chloroplast fufa gene for elongation factor TU, parial ods, countreJapan:Okinama, Mugus..
Thores gaudichaudii chloroplast hrfs gene for elongation fctor TU, partial cds, coundreapan:Okinaws, Yafr 9

@ Buchners aphidicole str. Co (Cinars cedd), complete genome

= Buchners aphidicola (Cinara cedr) genomic sequence
& Francisella. philomiregia subsp. philomiragia ATCC 25017, complete genome

& @ Stphdococcus haemolvticus JCSC1435

@ acinetobacter sp. ADP1 complete gename
2 Chlamwdophila abortus stain 5263, complete genom
Iy Mesoplasma florum L1 complete genome
¥ Hwcoplasma capricolum subsp. capricolum ATCC 27 343,
Ncapricolum DA for COMTIG-MC409

wcoplasma agalactize PG2 chromosome, complete sequence
Mycoplasma penettans HE 2 DMA, complete 9enome
Debarwamyces hansenii CBS...
Debarvamxces hansenii chro...
@ arcobacter butzled R4013, complete genome
@ Uncultured marine gamma proteabacter
 Uncultured marine bacterium 562 clone E.
d Uncultured marine gamma profeabacter...

&

& populus EST from mild drouaht stressed leawes
& Aster wellows phytoplasma partial tuf gene for elongation factor TU, stein CUE
Aster wellows phitoplasma parfial tuf gene for elongation factor TU, strein A¥2
2 Aster ellows witches - broom phatoplasma, 4B, complete genome
J Aster vallows phytoplasma partial tuf gene forelongahon factor TU, strein BE
& aster wellows witches - broom phytoplasma translafion elongation factor TU chr gene, ©
&0 Aster vellows phtoplasme parfial Juf gene for dlongation factor TU, stein HYDP
aster vellows phitoplasma partial tif gene for elongadion factor T, shain P
7 Morr culfurable plant pathagenic bacterial sp. clone KU elongafion factor EF TU Chif) gen..
& ‘-‘ Weheat blue dwarf phytoplasma fransladion elongadion factor TU (hf) gene, partial cds
& Czech Echinaces purpurea phydlodw phitoplasma elongation factor TU (huf) gene, partial ..
A Aster vellows phytoplasma partial fuf gene for elongation fctor TU, strein KUK
= aster wellows phytoplasma partial tuf gene for elongation factor TU, strain KUF
= aster wellows phytoplasma parfial tef gene for elongation factor TUL strain Strawz
& b Aster pellows phytoplasma partial tuf gene for elongafion factor TU, shein BESS
Green leathopper phvtoplasma strein PCY To elongafion factar protein gene, partial cds
Aster wellows phutoplasma partiel tif gene for elongation fctor TU, strein 10WE
Morecultureble plant pathogenic bacterial sp. clone A& elongation factor EFTU (tafl 9ene, pi
Aster wellows phitoplasma strain veay elongation factor TU (hif) gene, partial cds
o [ Aster wellows phitoplasma partial fuf gene for elongation factor TU, strain &bz 192
Aster vellows phutoplasmea fuf gene for peplide elongadion feactor Ty, pa.r‘ha] cds, specific_host.
I i Aster vellows phatoplasma, tuf gene for peptode elonaation factor Tu, partial cds specific_...
| 5 A ster vellows phitoplasma. fuf gene for peptide elangadion factor Tu, partial cds, specific_h..
S5 0nion wellows phytoplasma, tif gene for peptide slongation factor Ty, partial cds
T & ster ellows phytoplasma fuf gene for peptide elongation factor T, partial cds, specific_host.
0 Aster vellows phytoplasma fuf gene for pepfide elongation factor Tu, partial cds
Panlcwniia witches - broom phytoplasma if aene for peptide elongation factor Tu, partial cds
& 9 Fanlownia witches'- broom phutoplasma isalate RoE PY elongafion fator TU (tuf) gene, .
i anster pellows phytoplasma partial tuf gene for elongation factor TU, strain Pave
55 Paulownia witches - broom phutoplasma isclate PaWe- PY eloraation factor TU i) qene, b,
& 1 Panlownia witches - broom phytoplasma, eban gation factor T gene, partial cds
i Aster wellows phytoplasma parfial tuf gene for elongafion factor TU, strain DEV
= onion wellows phytoplasma 0. 1 DA, complete genome
@ azter vellows phytoplasma parial ff aene forelongadion factor TU, strain PRIV
A ster pellows phutoplasme partial tuf gene for elongation factor TU, shain Sa%
& pster vellows phutoplasma partial tuf gene for elongation factor TW, strain A uUT
g Aster vellows phitoplasme partial tf gene for elongadion factor TU, shein PLUW
sster wellows phitoplasma partial tuf gene for elongafion fachor T, stain IRap
Aster wellows phetoplasma partial tuf ene for elongafion factar TU, stain IPYE
—irCandidatus Phytoplasme anstraliense elongafion factor EF-Tu (tify gene, complete cds
& = Papas dieback phytoplasma tuf 9ene, partial, shain POE
Candidatus Phytoplasma ausfreliense elongation factor EF Tu (fuf) gene, partial cds
Candidatus Phvtoplasma solani isolate M1 elongation factor Tu chufs 9ene, partial ods
@ leli55e4 4
Candidatus Phytoplasma solani isolate F11 elongation factor Tu (hf) gene, partial cds
& candidatus Phitoplasma solani isolate FS elongation factor Tu (huf) 9ene, partial cds
o Candidatus Phytoplasma solani isolate R11 elongation factor Tu (i gene, parfial cds
& candidatus Phvioplasma solani isolate P2 elongation factor T (fuf) 9ene, partial cds
Candidatus Phytoplasma solani isolate Sa1 translafion elongation factor EF Tu gene, partial cds
o Candidadus Phytoplasma. solani isolate ORC franslafion elongation factor EF-Tu gene, parfial cds
Candidetus Phitoplasma solani isolate J4 transladion elonaafion factor EF Ty gene, partial cds
Candidatus Fhytoplasma solani isolate 1E translation elongation factor EF Tu gene, parfial cds
Candidatus Phytoplasma solani isolate 11002 enskdion elongation factor EF-Tu gene, parfial ods
Candidatus Phytoplasma solani isolate J300 frenslation elongafion factor EF Tu gene, partial cds
Candidatus Phvloplasma solani elongation factor EF T chif) 9ene, partial ods
Morr cultureble plant padho genic bacterial sp. clone STOLF elongafion factar EF TU (hifl gene, parfial cds

=
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obr. 3: fylogeneticka pozice srovnanim sekvegeau pro DNA
helikdzu

aster pellows witches - broom..
anion wellows phytoplasma 0¥ i DA, compl..
Candidatus Phtoplasma solani isolate ILE replicative DM A helicase gene, parfial cds

Candidatus Phytoplasma solani isolade J800 replicative DMA helicase gene, parial ods

L

Candidatus Phytoplasma solani isolate B4 replicative DM A helicase gene, partial cds

candidatus Phytoplasmisolani isolade 1114 replicative Dra helicase gene, partial ods

o

Candidatus Phetoplasma solani isolae S41 replicative Dhla helicase gene, parfial cds
Candidatus Phatoplasma solani isolate DRC replicafive DMe helicase gene, partial cds
Candidatus Phetoplasme solani isolate B10 replicative DhA helicase psendogene, partial sequence
Candidatus Phytoplasma solani isolate 151 replicafive DMa helicass pseud..
Come reddening phitoplasma 2005¢2 replicafive DA helicase pseudogene, parfial sequence
Candidatus Phatoplasma solani isolate J502 replicafive Dhla helicass pseudogens, paria sequence
3
@ lcljaEos 4

a

Candidatus Phitoplasma solani isolate 2CH replicative DA helicase aene, partial cds
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7.7. Abstrakt

Phytoplasmas infecting Clover and Lucerne breedin@/laterial in the Czech
Republic

J. Franovg H. JakeSova P. Kolouskov&® and K. Petrzik

! Department of Plant Virology, Institute of PlanoMcular Biology, Biology Centre Acad. Sci. CzechpR v.v.i., BraniSovska
31/1160, 370 0%'eské Budjovice, Czech Republic

2 Breeding firm Ing. Hana Jake$ova, CSc., Fulne€kd 742 47 Hladké Zivotice, Czech Republic

3 Faculty of Agriculture, University of South BoheamBraniSovska 31, 370 @&ské Budjovice, Czech Republic

Abstract

Investigation of phytoplasma diseases of forag® ¢ras been started at the Department of Plant dgyolIPMB,
approximately 10 years ago. Since 2007 more intenstreening was stimulated as new breeding nasserére
established during 2007 and older ones are treS@uples fronTrifolium pratense.., T. hybridumL. 4", T. repens
L., T. persicuni., andMedicago sativd.. plants originating from nurseries located dtedént regions of the Czech
Republic were examined by TEM and tested by moleculathods for phytoplasma presence. Total DNA was
extracted from 2 g of each plant. For preliminahytoplasma diagnosis, DNA extract were amplifiedhwihe
universal ribosomal primers P1/P7 followed by n@f€R with primers F2n/R2. Amplification reactionsdan
cycling conditions were programmed as previouslgcdbed (Lee et al., 2004). DNA of PCR amplicons ever
separately digested with restriction enzymes. AfiggliDNA fragments were sequenced and the sequemness
compared with those available in the GenBank. Phgsopas detected during 2007 and 2008 screeninglauest
the same as that identified in wild growing clovasswell as in breeding material of red cloverigated on single
locality in North Moravia (Hladké Zivotice) duringrevious years (Franova et al., 2004). We confirrtieel
occurrence of phytoplasmas belonging to 16Srl-EBrEE, and 16SrX-A ribosomal subgroups in sevetahis of
red clover. However, we did not find phytoplasmds16Srlll-B ribosomal subgroup in the breeding miafer
although it was reported on alsike and red clovevipusly. Furthermore, isolates of stolbur phy&spha (16SrXII-
A) founded in previously (Franové et al., 2006) revéhoroughly characterized. Analyses with ribosoaral non-
ribosomal primer pairs (for 16S-23S ribosomal RNA@eTuf gene and putative helicase gene) were ahiray
agreement, and confirm infection with stolbur pipfésma VK-Type Il (Langer and Maixner, 2004) in redver
samples.

This work was funded by research grants from theidftiy of Agriculture no. QH71145 and GA ASCR no.
AV0Z50510513. The authors are deeply indebted t® MiRakouska and Mrs. O. Sonkova for their technica
assistance.
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