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1. Uvod

Merunka obecnd (Prunus armeniaca) je ekonomicky vyznamny ovocny strom. Dafi
semu ve vinarskych oblastech skontinentadlnim klimatem s tuhou zimu potfebnou
pro dormanci ateplym létem pro dozrani plodd. Skodi mu vykyvy teplot, zejména jarni
mrazy. V pfipadé nestalych teplot nebo jinych nepfiznivych zasazich do organismu se Prunus
armeniaca stava nachylnou k napadeni bakteridlnimi nebo fungdlnimi patogeny. Nemoci
vyvolané témito patogeny maji ¢asto velky negativni vliv na sklizef plod(, vétSinou s letdlnim
pribéhem pro cely strom. V¢asna a spravna diagndza pritomnosti patogenu zabranuje jeho
Siteni a vyznamné snizuje ndklady spojené s chybné zvolenou Ié¢bou nebo preventivnimi
opatfenimi. Naplni diplomové prace byl vyvoj diagnostickych metod na urceni pfitomnosti
nejvyznamnéjsich patogenl napadajicich Prunus armeniaca pomoci metod molekularni

biologie a biochemie.



2. Teoreticka cast

2.1. Merunka obecna

2.1.1. Zaiazeni

Doména: Eukaryota
Ride: Plantae (rostliny)
Trida: Rosopsida (vyssi dvoudélozné rostliny)
Podtrida: Rosidae
Rad: Rosales (rdzotvaré)
Celed: Rosaceae (rdzovité)
Rod: Prunus (slivon)
2.1.2. Popis

Merunika obecnd (Prunus armeniaca, syn. Armeniaca vulgaris) je maly strom
dosahujici vysky do 10 m (Obrdzek ¢. 1). Ma nepravidelnou, Sirokou korunu vétvici se blizko
nad zemi. Sitka kmene je 30 - 60 cm, borka je hnédosedd, u mladych stromk@ hladka, pozdéji
potrhand. Listy jsou ovdlné, 5-9 cm dlouhé a 4 —8 cm Siroké, dlouze rapikaté, na konci
mirné zaspicatélé, kvéty 2,5 cm Siroké, bilé nebo bledé rizové. Plodem Merurky obecné jsou
4 - 8 cm velké peckovice charakteristické barvy se sametovym povrchem. Nékteré asijské
druhy merunék se mohou dozit az 300 let, v nasich podminkach se dozivaji asi 80let, plodi
20-25 let. Merunka ma maly diploidni genom, 2n = 16 ; 590 Mb/2n

(Arumuganathan et al., 1991).



Obrdzek & 1 Merufikovy sad. Listopad 2010, Lednice, CR.

2.1.3. Hospodarsky vyznam

Jiz ve starovéku tvofily meruniky vyznamnou obchodni komoditu. Mezi vyznamné
producenty patfily Persie (Uzemi dnedniho irdnu) a Egypt. V soucasné dobé je nejvétsim
péstitelem Turecko, nasledované pravé I(rdnem, Péakistdnem a staty Stiedomofi
(Faostat, 2008). Od 20. stoleti se merurika péstuje i v méné tradi¢nich oblastech jako je jih
Australie nebo Jihoafrickd republika (Necas et al, 2004). Celosvétové rozloZeni ukazuje
obrdzek ¢. 2. Vroce 2004 byla celkova produkce merunék 2,7 milionu metrickych tun
(Grimplet et al., 2005). Ekonomicky nejvyznamnéjsi je duzina plodu bohatd na vitamin A a
C. Z jader peckovice se lisuji velice kvalitni kosmetické merurikové oleje. Jadra obsahuji horky
glykosid amygdalin, ktery se pouziva pfi |é¢bé rakoviny (Iék Laetrile). Rozkladem amygdalinu
vznikd jedovaty kyanovodik. Merunika je vyuZivand také jako okrasny strom v zahradach

a v neposledni fadé je i vyznamny vcelarsky strom (Sorokina et al., 2009).



@

Obrdzek ¢. 2 Produkce merunék v roce 2005 vyjadiena jako procenta nejvétsiho producenta

(Turecko, 390 000 tun). Zelend=100%, Zlutd=10%, Cervena=1% (Apricot, Wikipedia, 2011).

2.1.4. Naroky

Merunka obecna formovala svj genom v oblastech skontinentalnim klimatem
(pravdépodobné stiedni hornata Cina), které se vyznaduje vyznamnymi rozdily v teplotach
vzduchu mezi rliznymi fazemi dne i roku a nizkymi Uhrny srdzek. Letni teploty zde mohou
prekrocit 30°C, v zimé klesaji k -20 az -30°C. Navzdory tomu je kontinentdlni klima stabilni,
bez nahlych vykyvl. V dlsledku vysokych narok(i na snasenlivost Sirokého intervalu teplot
je merunka, jako vétSina peckovin, otuZily organismus a pro spravnou dormanci vyZzaduje
tuhou zimu. Kvétni pupeny snesou -23 az -25°C. Kvéty se objevuji relativné brzy po vzestupu
teplot ajsou velmi nachylné na jarni mrazy. Je pro né znicujici uz pokles teploty na -2,5
az -3,5°C. Merunkdm se dafi na lehkych, suchych, pis¢itych, dobfe provzdusnénych pidach
s jilovym podkladem, pH 6 az 7. Vhodné podminky nachazeji napfiklad ve vinarskych krajich
jizni Moravy. Nejbéinéjsi odrlidou na jizni Moraveé je odrGda Velkopavlovicka (Necas et al.,
2004, Sorokinaetal, 2009). Merunka obecnd je pomérné citlivd k napadeni mnoha
patogeny. NejvyznamnéjSim patogenlm jsou vénovany nasledujici kapitoly teoretické ¢asti

diplomové prace.



2.2. Monilinia laxa

(Monilia cinerea, Oospora cinerea, Sclerotinia cinerea, Sclerotinia laxa)

2.2.1. Taxonomické zafrazeni

Doména: Eukaryota

Rise: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Podkmen: Pezizomycotina

Trida: Leotiomycetes

Podtrida: Leotiomycetidae

Rad: Helotiales

Celed: Sclerotiniaceae

Rod: Monilinia

Druh: Monilinia laxa (Biolib, 2002)

2.2.2. Vyznam, rozsireni

Monilinia laxa je jeden z nejrozSifenéjsich a nejzavainéjsSich patogenl peckovin.
Napada zejména rod Prunus, kde plsobi obrovské hospodarské Skody. SniZzuje objem
a kvalitu sklizné napadenim kvétd moniliniovym UZzehem a plodd moniliniovou hnilobou.
Je patogenem severniho mirného pasma, plivodem pravdépodobné z Asie, ale v souvislosti
s rozsifenim péstovani merunék byl popsan uz i v Australii. Mezi nejchoulostivéjsi organismy

k napadeni M. Laxa patfi merunka a viSen (Juroch et al., 2006).
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2.2.3. Nemoci, diagnostika, ochrana

Infekce patogenem Monilinia laxa se projevu dvéma zplUsoby. Jednd se
o moniliniovou spdlu (GUzZeh) a o moniliniovou hnilobu.

Moniliniova spala je onemocnéni vegetativnich organa rostliny, k infekci vyznamné
napomahd vysoka vlhkost az 85% a teplota pod 12°C. Nemoc dostala sv(j nazev podle
charakteristickych projevd napadeni. Strom vypadd, jako by ho spalil mraz (Obrdzek ¢. 3).
Branou infekce je kvét nebo kvétni pupen. Patogen prorlsta bliznou do semeniku, infikuje
kvét a nasledné i letorosty, kde se objevuji nekrotické skvrny. Sekundarni metabolity
produkované monilinii zpGsobuji velmi rychlé odumfeni infikovanych casti rostliny (dny,
nejpozdéji 2 tydny). Pric¢ina smrti je preruseni transportu vody a Zivin. V okoli infikovanych
mist se Casto tvofi rany s klejotokem, které mohou slouZit jako misto vstupu sekundarnich

infekci (Juroch et al., 2006).

Obrdzek & 3 Moniliniova spala listu meruriky. Cervenec 2010, Lednice, CR.

Moniliniovd hniloba je naopak nemoci plodd. Patogen na nich wvyvoldva

charakteristické skvrny, které se v kratké dobé rozsifi po celém plodu (Obrdzek & 4). Hlavni
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obdobi pro infikaci je dozravani, kdy je ovoce nachylné k poranéni, protoze infekci ¢asto
pfedchazi mechanické poruseni plodu kroupami, hmyzem nebo ptéky. Idedlni podminky
k infikaci plod@ a rozvoji hniloby jsou teplota nad 20°C a vysoka vihkost. Cast shnilych plod(i
mumifikuje a zGstava na stromé, kde je pak zdrojem dalSich infekci nasledujici rok. V pfipadé,
ze doslo k napadeni jiz béhem kveteni, mize M. laxa prezivat i v napadenych pletivech.

Konidie se pak dale Sifi vétrem a destém (VSUO, 2011).

Obrdzek ¢. 4 Moniliniova hniloba plodu merurky (VSUO, 2011).

Na ochranu merunkovych strom( pred moniliniovou infekci je mozné provést nékolik
opatreni. V prvni fadé se jedna o vhodnou volbu mista vysadby. Vybiraji se sucha mista
s dostatkem slunce se spravnym sloZenim pUdy. Dale je vhodné po sklizni odstranit viditelné
napadené plody a letorosty. V pfipadé, Ze nastane pocasi vhodné pro infekci patogenem,

je zadouci vyuzit postriky fungicidy (Juroch et al., 2006).

2.2.4. Pribuzné patogeny

Mezi vyznamné patogeny z rodu Monilinia kromé Monilinia laxa patfi i Monilinia
fructicola a Monilinia fructigena. Maji podobné pfiznaky, jsou oviem pomérné dobie
rozliSitelné metodami molekularni biologie nebo kultivaci na bramborovém dextrézovém

agaru, PDA (Obrdzek C. 5), (Snyder et al., 1991).

12



Obrdzek ¢. 5 Kultury rodu Monilinia. 1. M. fructigena, 2. M. laxa, 3. M. fructicola (EPPO
Gallery, 2008).

M. fructigena je parazitem zejména jadrovin, ale casto infikuje spole¢né s M. laxa
i peckoviny. Vyskytuje se v Evropé, Asii (Cina, Korea) a v Americe (USA, Kuba). M. fructicola
ma podobny hostitelsky okruh jako M. laxa. Mlzeme zde sledovat urcitou odliSnost
v patogenité. M. laxa vyvoldva Castéji UZeh stromu, naproti tomu M. fructicola castéji
hnilobu plod{l. V Evropé se M. fructicola vyskytuje velmi ojedinéle. Castd je v Americe.
Srovnani napadenych plodd merunky rozdilnymi rody Monilinia je na obrdzku ¢.6 (Juroch

et al., 2006).

Obrdzek ¢. 6 Srovnani infikovanych plod(i merunék rGznymi patogeny rodu Monilinia.

1. kontrolni vzorek, 2. a 6. M. laxa, 3. a 4. M. fructigena 5. M. fructicola (EPPO Gallery, 2008).

13



2.3. Candidatus phytoplasma prunorum

(ESFY — phytoplasma, ACLR - phytoplasma)

2.3.1. Taxonomické zafrazeni

Doména: Bacteria

Kmen: Tenericutes

Trida: Mollicutes

Rad: Acholeplasmatales

Celed: Acholeplasmataceae

Rod: Phytoplasma

Druh: Candidatus phytoplasma prunorum (Biolib, 2002)

2.3.2. Fytoplazmy

Fytoplazmy jsou grampozitivni bakterie parazitujici na Sirokém spektru rostlin
a hmyzu. V rostlindch se nachazeji v zejména sitkovicich, Sifi se pomoci asimilacniho toku.
U hmyzu jsou pfitomné v hemolymfé, travicim traktu a organech sajicich rostlinné stavy.
Nemoc je Casto latentni, ovSem existuji i pripady symbidzy fytoplazma - hmyz. Fytoplazmy
jsou obalené pouze cytoplazmatickou mebranou, bunéénd sténa chybi. Absence bunééné
stény je jednim ze znak( adaptace fytoplazem na intracelularni paraziticky zpdsob Zivota.
Dalsim znakem je maly genom (530 — 1350 kbp, Carginale et al., 2004), zajistujici jen bazaIni
Zivotni funkce s ohledem na vyuziti biochemické vybavy hostitelské buriky. Naptiklad chybi
geny kodujici transkripci zakladni enzymi Krebsova cyklu. JelikoZz Zivotni naroky fytoplazem
neumoznuji péstovani in vitro, byly dlouho povazovany za viry. Studium fytoplazem bylo diky
tomu velmi komplikované, prevrat pfineslo az moznost vyuzit metody molekuldrni biologie
pfi zkoumani specifické sekvence 16S rRNA. Prenaseji se hmyzem, vegetativné
prostiednictvim roubl a ocek nebo parazitickymi rostlinami. Ekonomicky vyznam fytoplazem

je velky. Vyznamné snizuji vynos a kvalitu uUrody, zpUsobuji umrtni hostiteld. Do nakladi

14



se musi zapocitat i preventivni opatreni, které jsou €asto jedinym uc€innym nastrojem v boji

s fytoplazmami (Navratil et al., 2008).

2.3.3. Vyznam, rozsireni

Fytoplazma napadajici rod Prunus je Candidatus phytoplasma prunorum. Je hojnym
parazitem ve vétsiné evropskych zemi. V ramci EU plati pfisna opatreni snazici se zabranit
Siteni Candidatus phytoplasma prunorum. Vyvazené rostliny musi mit rostlinolékafsky pas,
ktery dokladd jejich plvod z oblasti bez vyskytu onemocnéni. Patogen v CR infikuje zejména

meruriky, méné pak broskvoné (Navratil et al., 2008).

2.3.4. Nemoci, diagnostika, ochrana

Candidatus phytoplasma prunorum zpusobuje nemoc ESFY (European stone fruit
yellows, Evropska Zloutenka peckovin) a proto se ji také rika ESFY — fytoplasma. U merunék
je téZ oznacCovana jako ACLR — fytoplasma (Apricot chlorotic leaf roll, chloroticka svinutka
listh merunék). Typickym ptiznakem u merunék je predcasny opad, mirnd Zloutenka
a chloroticka svinutka listd (Obrdzek ¢. 7). Projevy jsou dUsledkem odebirani Zivin rostliné
fytoplazmou. Svinutka a Zloutenka listd mohou mit ale i jiny pdvod neZz ESFY. Infekce
se projevi i na plodech. Jsou mensi, dozravaji predcasné a stejné jako listy predcasné
opaddvaji. Nékdy mulzZe mit infekce ESFY pfiznaky podobné moniliniovému uUzehu. Dile
je moZné sledovat depresi v rlistu, odumirani kosternich vétvi i celé koruny. Symptomy jsou
dobre patrné v pozdnim Iété anapodzim. Infekce je pro strom latentni do 1 — 2 let

od prvnich priznakud. (Navratil et al., 2008, Necas et al., 2006).
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Obrdzek & 7 Svinutka listd merunék. Cervenec 2010, Lednice, CR.

K diagnostice onemocnéni se kromé sledovani fenotypovych projevlli pouZiva
i molekularné diagnosticka metoda PCR. Vyskytly se vSak problémy s nespecifickymi primery.
Analyzy casto vedly kfalesné pozitivnim vysledkdm diky homolognim sekvencim
ESFY - fytoplazmy s plastidovou DNA hostitelskych rostlin (Navratil et al., 2008, Necas et al.,
2006).

Ochrana pred ESFY — fytoplazmou ma zejména preventivni charakter - vysadba
odolnych druh rostlin, zabranéni dovozu sazenic z oblasti diagnostikovanou ESFY a likvidace
moznych prenasecu. Tradi¢ni baktericidni pripravky (médnaté slouceniny) na ni nezabiraji,
plosné pouzivani antibiotik je zase problematické z hlediska vzniku rezistentnich forem

bakterii (Navratil et al., 2008, Necas et al., 2006).
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2.4. Pseudomonas syringae, pv. syringae

2.4.1. Taxonomické zarazeni

Doména: Bacteria

Kmen: Proteobacteria

Trida: Gamma Proteobacteria

Rad: Pseudomonadales

Celed: Pseudomonadaceae

Rod: Pseudomonas

Druh: Pseudomonas syringae, pv. syringae (Biolib, 2002)

2.4.2. Vyznam, rozsireni

Pseudomonas syringae jsou gramnegativni aerobni bakterie s6 Mbp genomem.
Své jméno dostaly podle Sefiku obecného (Syringa vulgaris), z kterého byly poprvé izolovany.
Analyzou 16S rRNA bylo identifikovano pres 50 patovarl liSicich se hostiteli i patogenitou.
Diky velké variabilité patovar(i je P. syringae geograficky velmi rozSifend. Dafi se ji
ve studenych, vlhkych podminkach. Idealni teplota se pohybuje vrozmezi 12-25°C
v zavislosti na patovaru. Ziji na povrchu listd. V pfipadé nedostatku hostiteld mohou prejit
i na saprofiticky zplsob Zivota. Bunécna sténa P. syringae obsahuje velmi zajimavé proteiny,
které svym prostorovym uspofadanim simuluji nukleacni jadra krystalu ledu. Mlze tak
vyvolavat tvorbu ledu ipfipomérné vysokych teplotach. Bakterie, které se pohybuji
v atmosfére tak pomoci téchto protein dokaZzou vyvolat destové nebo snéhové srazky

a vratit se zpét na povrch zemé (Maki et al.1974, Sze et al., 2010).

2.4.3. Nemoci, diagnostika, ochrana

Rod Prunus napada patovar Pseudomonas syringae, pv. syringae. Bakterie pronikaji

do pletiv poranénych nebo jinak oslabenych rostlin a uvolfuji bakteridlni toxiny
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(syringomycin, syringopeptin) a enzymy degradujici bunéénou sténu. ZpUsobuji nekrdzu
pletiv (Obrdzek ¢. 8) a nasledné odumreni vétvi nad mistem infekce, tzv. mrtvici merunék
neboli apoplexii. Ve vlhkém pocasi na jafe nebo zacatkem Iéta mohou bakterie prostupovat
praduchy lista. Produkuji extracelularni protein Harpinpss 0 velikosti 34,7 kD, ktery elicituje
hypersenzitivni reakci rostliny vedouci az k nekréze (Sze et al., 2010, Yang He et al., 1993).

V boji s Pseudomonas syringae, pv. syringae se pouzivaji baktericidni pfipravky na
bazi médnatych sloucenin. V mensi mife se aplikuji antibiotika. Tyto pfipravky ale zcela
ucinné nejsou a tak nejucinnéjsi Iécbou zlstava prevence. Sem patfi odiezdvani a likvidace

napadenych vétvi nebo celych strom( (Sze et al., 2010)

Obrazek ¢. 8 Hnéda skvrna a klejotok zplisobené patogenem Pseudomonas syringae, pv.

syringae (Royal Horticultural Society, 2010).
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2.5. Cytospora cincta

(Valsaria insitiva, Cytospora rubescens, Diatrype aethiops, Diatrype cincta, Diatrype viticola,

Dothidea rudis, Leucocytospora cincta, Leucostoma cinctum, Massariella syconophila,

Myrmaecium cinctum)

2.5.1. Taxonomické zafrazeni

Doména:

Rise:

Oddéleni:

Podkmen:

Trida:
Podtrida:
Rod:
Druh:

Eukaryota

Fungi

Ascomycota
Pezizomycotina
Dothideomycetes
Dothideomycetidae
Valsaria

Cytospora cincta (Biolib, 2002)

2.5.2. Vyznam, rozsireni

Cytospora cincta, znama téz pod ndzvy Valsaria insitiva nebo Leucostoma cinctum,

je parazitickd houba napadajici rod Prunus, zejména pak broskvon, merunku, Svestku

a treSen. Je hojna v Kanadé, USA a Evropé a vyskytuje se i v Jizni Americe a Japonsku. Obecné

se ji nejvice dafi v oblastech s tuhou zimou. ZpUsobuje typické cytosporové viedy na vétvich

a apoplexii. Zkracuje Zivot strom(, infikované stromy maji mensi produktivitu plodd.

V pfipadé projevu apoplexie u nosné vétve muizZe strom pfijit aZz o polovinu uUrody

a vyznamné jsou i ekonomické ndklady vynakladané v boji s chorobou (Biggs et al., 2005).
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2.5.3. Nemoci, diagnostika, ochrana

Projevem napadeni Cytospora cincta je tmavé hnéd3a, elypsoidni nekrotickd skvrna
na klfe, podélnd s vétvi, Casto v misté vétveni. V misté nakazy se objevi klejotok, ktery
ma z pocatku svétlou jantarovou barvu. Tvorba klejotoku je béZinou reakci rostliny
na napadeni, ovSem v pfipadé ataku Cytospora cincta je uvolfiovani neobvykle silné.
S postupem casu méni klejotok svou jantarovou barvu a tmavne. Xylém pod mistem
napadeni hnédne, coz je zplsobeno toxiny houby. Pfi pokracujici infekci kira vysycha, praska
a obnaZuje zCernalé drevo (Obrdzek ¢. 9). Mistem vstupu infekce jsou rlzna poranéni,
napriklad i drobnd ranka po opadu listu. Vstupem jsou i odumirajici vétve neschopné
produkovat dostatecné mnozstvi klejotoku nebo viedy na vétvich zpUsobené infekci jinym
patogenem, typicky Pseudomonas syringae, pv.syringae nebo Eutypa lata. Citlivé jsou
jednoroéni vyhonky, od kterych se patogen Sifi do nosnych vétvi. Nad mistem nakazy vétev
pomalu odumird — apoplexie. K ndkaze dochazi na konci podzimu nebo na zacatku jara,
kdy je strom v zimnim klidu, ale teploty jsou dostatecné vysoké pro houbovou aktivitu.
Pri vyssich teplotach strom ukonéi dormanci a hojivé pletivo kalus zbrzdi rlst vredu.
S poklesem teplot a ndstupem dalsi dormance ale mlZe houba znovu aktivovat svij rist.
V dasledku toho jsou na starSim viedu patrné letokruhy. Spory C. cincta se sifi destém,
vétrem, hmyzem a rozsifuji je i infikované sadarské nastroje. Pro Uplnost je tfeba dodat,
ze C. cincta neni jedinym houbovym parazitem zpUsobujicim vySe zminéné pfriznaky.
Apoplexii a cytosporové viedy rodu Prunus zpUsobuje i houba s ndzvem Leucocytospora
leucostoma. Lze se Casto setkat s oznacenim leukostomové viedy pro stejny patologicky

projev (Biggs et al., 2005).
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Obrdzek ¢. 9 Vied s klejotokem zplisobeny houbou Cytospora cincta (Biggs et al., 2005).

Ochrana rostlin a pfed napadenim a Sifenim C. cincta ma opét zejména preventivni
charakter. Jde o zabranéni vzniku mechanickych poskozeni, popfipadé osetfeni vzniklych ran,
které jsou hlavni branou infekce. Alternativou je také péstovani teplotné rezistentnich
kultivar(l Prunus, které jsou vice imunni k Siteni ndkazy v zimnich mésicich. Infikované stromy
se |é¢i fungicidy, ale nejucinnéjsi metodou pro zabranéni Sifeni infekce na okolni stromy

je odstranit napadené jedince ze sadu (Biggs et al., 2005).

2.5.4. Kompetice Cytospora cincta a Pseudomonas syringae, pv. syringae

Patogeny C. cincta a P. syringae, pv. syringae jsou nejcastéjsi pri¢inou vzniku vred(
a apoplexie narodu Prunus. Zatimco C. cincta patfi k eukaryotam, P. syringae je bakterie.
Mohou parazitovat i na stejném jedinci. Studie ale ukazuji, Ze dlouhodobéjsi koexistence
téchto patogentd vjednom hostiteli je neredlna. C. cincta vyuzivd viedy zpusobené
P. syringae, pv. syringae jako jednu ze vstupnich bran do organismu, ovSsem po infikaci za¢ne
acidifikovat prostfedi z pH 5,2 az do pH kolem 3,8. P. syringae, pv. syringae je citlivd uz k pH
mezi 4 az 5, coZ ji v kompetici s C. cincta nedava mnoho Sanci k preziti. To vysvétluje starsi
studii, kdy byla zrodu Prunus C.cincta izolovatelnd po celé vegetacni obdobi, zatimco
P. syringae, pv. syringae jen vpocatku infekce a pozdéji jeji mnoiZstvi klesalo

(Endert - Kirkpatrick, et al., 1987).
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2.6. Verticillium dahliae

(Verticillium ovatum, Verticillium tracheiphilum)

2.6.1. Taxonomické zarazeni

Doména: Eukaryota

Rie: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Podkmen: Pezizomycotina

Trida: Sordariomycetes

Podtfida: Hypocreomycetidae

Rad: Hypocreales

Rod: Verticillium

Druh: Verticillium dahliae (Biolib, 2002)

2.6.2. Vyznam, rozsireni

Verticillium dahliae je patogenem vice nez 200 druh( rostlin. Napada i hospodarsky
vyznamné plodiny jako jsou brambory, rajéata, bavina, jahody a v neposledni fadé i rod
Prunus. K rezistentlm patfi jablon, dub nebo ofech. Je rozsifena zejména v oblastech
smirnym klimatem, optimum ma pfi teplotdch 25 - 28°C. V zdvislosti na napadeném
organismu hyne infikovana rostlina nebo strom velmi rychle uz béhem sezény kdy nakaza
probéhla, nebo pozvolna usychd mnoho let. Si¥i se unasenim pldy prostiednictvim vétru

nebo desté (Fradin et al., 2006, Summit Landscape, 1998).

2.6.3. Nemoci, diagnostika, ochrana

V. dahliae Zije vplUdé a napadd koreny rostlin oslabenych stresem nebo jinak
choulostivé k ataku patogenu. Infekci Casto podléhaji stromy rostouci na suchych,
pfesolenych nebo nedostatecné vyzivovanych pldach. Vyznamnym cinitelem mize byt
pfitomnost nematody Pratylenchus penetrans, ktera oslabuje organismus rostliny a cini
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jinachylnéjsi k nemocem. V zemi preziva houba ve formé malych Cernych mikrosklerotii
az 10 let (Obrdzek ¢. 10). V. dahliae zplUsobuje nemoc nazyvanou verticiliové vadnuti.
Primarni pfiCina je penetrace kofenl houbou, na kterou rostlina reaguje omezenim toku
vody vodivymi pletivy s cilem zabranit jejimu Sifeni. Nasledky jsou pro rostlinu znicujici.
Béhem léta zacnou listy ndhle Zloutnout nebo ¢ervenat pfi okrajich, svinovat se a ndsledné
hnédnout a usychat. Pfiznaky na listech se mohou projevit jak na celych ramenech stromu,
tak i na jednotlivych vedlejSich vétvich vramci jednoho ramena, pfi¢emz ostatni vétve
ramena zUstavaji bez priznak(l. Na dfevé vadnoucich vétvi se objevi charakteristické pruhy
nebo skvrny (Obrdzek ¢. 11). Jejich barva zavisi na dobé trvani infekce i na rostlinném druhu.
Verticilliové vadnuti zpUsobuje kromé Verticillium dahliae i Verticillium albo-atrum.
V. albo-atrum preferuje chladnéjsi oblasti a atakuje mensi mnoZstvi rostlinnych druhl nez
V. dahliae, ale jinak maji patogeny podobné charakteristiky (Fradin et al., 2006, Summit
Landscape, 1998).

Obrdzek ¢. 10 Mikrosklerotia V. Dahliae (Summit Landscape, 1998).

Jako l|écba se doporucuje profezdvat napadené vétve a aplikovat fungicidy.
Pro zlepseni vitality stromu se pouzivd kofenové hnojeni bohaté na dusik a draslik. Fungicidy
a hnojenim se docili zpoZzdéni postupu nemoci i o roky, ovsem jakmile je V. dahliae

jiz pfitomno v kofenech, Uplné vyléceni je slozité a IéCba ma jen udrZovaci charakter.
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Méné odolné druhy nemusi na ozdravovani reagovat viibec a hynou. Jelikoz V. dahliae
v pudé preziva i nékolik let, doporucuje se misto vyskytu nemoci po odumrelych stromech

osazovat jen rezistentnimi druhy (Fradin et al., 2006, Summit Landscape, 1998).

Obrdzek ¢. 11 Verticilliova ndkaza na javoru. Vlevo odumirajici koruna, vpravo vadnouci list

a pruhy na dfevé (HortAnswers, 2011, Munkvold et al., 2001).

2.7. Eutypa lata
(Eutypa armeniacae, Cryptosphaeria crepiniana, Cryptosphaeria myriocarpa, Cytosporina

lata, Cytosporina ribis, Cytosporina rubescens, Diatrype lata, Diatrype macrothecia, Diatrype

milliaria, Eutypa ambigua)
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2.7.1. Taxonomické zafrazeni

Doména: Eukaryota

Rige: Fungi

Oddéleni: Ascomycota

Ttida: Sordariomycetes

Podtfida: Xylariomycetidae

Rad: Xylariales

Celed: Diatrypaceae

Rod: Eutypa

Druh: Eutypa lata (Biolib, 2002)

2.7.2.Vyznam, rozsireni

Houba Eutypa lata byla izolovana z Sirokého mnozstvi druh( rostlin, ale zdaleka
ne uvSech zplUsobuje onemocnéni. Je vyznamny patogen révy vinné, rozsifend
je u éerveného rybizu a u rodu Prunus, zvla§té pak u merunék. Casto se miiZeme setkat
se synonymnim nazvem Eutypa armeniacae. E. lata se vyskytuje zejména ve vinaiskych
oblastech Australie, Jihoafrické republiky nebo Evropy a hojna je i v USA, Brazilii, Kanadé
a lzraeli. Askospory se Sifi vétrem, z plodnice se uvolfuji pfi deStivém pocasi, optimalni
teplota pro infekci je 22-25°C. Nemoc zpUsobuje vadnuti a thyn vétvi. Na uhynutych vétvich
muZe prezivat jako saprofyt. Ekonomicky dopad sniZuje fakt, Ze vétve jsou schopné dale

plodit a nemoc méa pomaly pribéh. Casto viak s letdlnim koncem (Munkvold et al., 2001).

2.7.3. Nemoci, diagnostika, ochrana

Eutypa lata vyvolava nemoc zvanou eutypové odumirani, znamé pod anglickym
nazvem Eutypa dieback. Lze se setkat i s oznaCenimi eutypdza a mrtvé rameno. Nemoc
je nejvice prozkoumdna na révé vinné, kde napada starsi rostliny a zplsobuje odumirani
ramen a celych kefl. Priznaky, které nejsou pozorovatelné u jiné infekce, jsou malé,

chlorotické, pokrivené listy, které s postupem sezdény vadnou a trhaji se. Na dfevu jsou
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patrné typické zbarveni do tvaru pismene V (Obrdzek ¢. 12). U merunék se E. lata objevuje
taktéZ zejména ve starsich sadech, prvni priznaky se objevuji cca. 18 mésicl po infekci.
Projevem je nahly kolaps vétve béhem léta. Listy vadnou, ale zUstavaji pfisedlé k vétvi
(Obrdzek ¢. 13). Typické ptiznaky nemoci na listech révy vinné se u merunék neobjevuji.
V dolni ¢asti infikované vétve jsou patrné viedy s vyraznym klejotokem. S postupem infekce
drevo kiehne a stava se nachylnéjsi k lamani. Stejné jako u révy je patrné prorlstani houby

kmenem (Munkvold et al., 2001).

Obrdzek ¢. 12 Skvrny ve tvaru pismene V, typicky pfiznak napadeni révy vinné houbou E. lata

(Munkvold et al., 2001).

Obrdzek ¢. 13 Zvad|é listy rodu Prunus zpUsobené infekci E. lata (Munkvold et al., 2001).
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Poté, co houba proroste dfevem, neni mozné aplikovat Ucéinnou lé¢bu. Obecné
postihuje oslabené rostliny, je tedy vyhodné pred atakem patogenu rostliny posilovat
hnojenim nebo vysazovat odolné druhy. Doporucuje se také profezavat stromy a rany oSetfit

fungicidy a latexem (Munkvold et al., 2001).

2.7.4. Toxiny produkované Eutypa lata

E. lata produkuju také bakteridlni toxiny (Obrdzek ¢. 14). Za nejvyznamnéjsi toxin
je povazovany eutypin. Je to slabd kyselina (pK = 6,2) a zpUsobuje vyznamnou inhibici
respiracniho tfetézce mitochondrii prostfednictvim zmény pH v rostlinné burice. Spolecné
s eulatachromenem, dalSim toxinem, je povazovany za hlavni pfi¢inu patogennich ucink(
E. lata. Studie ale ukazaly, Ze patogeny E. lata izolované v Kalifornii a Australii eutypin
neprodukuji a projevy nemoci jsou i presto jasné patrné. Byla vSak u nich objevena zvysena
produkce jinych toxind, eutypinolu a eulatinolu. To vede k ndzoru, Ze patogenni ucinky
E. lata vychazi z produkce rliznych toxinu se specifickymi ucinky na rostlinnou buriku a projev

nemoci zalezi na hostitelském organismu (Kim et al., 2004).

CH20H
HO
=
\\ . 3
SN - X CHa HOCH;
OH OH
CHs CHs
Eutypin Eutypinol Eutalachromen

Eulatinol

Obrdzek ¢. 14 Toxiny produkované E. lata (Kim et al., 2004)
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2.8. ITS oblasti

Gen pro ribozom se sklada z kodujicich a nekddujicich oblasti (Obrdzek ¢. 15). Kédujici
oblasti jsou vysoce konzervativni. Nekodujici oblasti jsou naopak znacné variabilni,
coz se vysvétluje nizkym evoluénim tlakem na nefunkéni DNA. Sekvence se lisi i v rdmci velmi
pfibuznych druhl. Prepisované nekddujici mezerniky ITS1 a ITS2 (vnitfni prepisovany
mezernik, internal transcribed spacer) jsou proto oblasti hojné vyuZivané v taxonomickych
studiich a v molekularni biologii k navrhu diagnostickych primerld pro identifikaci
jednotlivych druh(i organismu. Vyhodné jsou ITS oblasti i ztoho dlivodu, Ze se ribozomalni
DNA v genomu nachazi v mnoha kopiich (Museum of Learning, 2011). Do oblasti ITS1 a ITS2
byly navrieny primery i pro diagnostiku chorob merunék. Vyjimku predstavuje navrh

primerd Monilinia laxa, kde byly pouZity sekvence z RAPD analyzy (Cote et al., 2004).

Sekvence Sekvence
DNA pro Sekvence DNA pro
lou DNA pro velkou
ETS ma ITS1 ITS2
] podjednotku 55/5.8S podjednotku p
J/ rRNA rRNA rRNA .
[ (16S5/18S) (235/28S) \
\
\\ .
~ I
~ < Vi
=~ ~ //
~ ~ - ”~ -
~ - A -
=~ ~ Pa -
-~ -~ - -
~ -
~S o PR
Ribozomalni gen = Ribozomalni gen Ribozomalni gen

IGS IGS

Obrazek ¢. 15 Transkrip¢ni jednotka se sklada z kédujicich sekvenci pro rRNA a nekdduijicich
sekvenci ETS (vnéjsi prepisovany mezernik, external transcribed spacer), ITS1 a ITS2. DNA
kodujici prepis ribozdma ma az stovky opakujicich se transkripénich jednotek. Rozdéluji
je intergenové neprepisované mezerniky (intergenic spacer, 1GS). Velikosti ribozomdlnich

jednotek se u prokaryot a eukaryot lisi (Tabulka ¢. 1), (Museum of Learning, 2011).
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Tabulka c. 1

Prokaryota Eukaryota

Mala podjednotka 16S 18S
Velka podjednotka 5S, 23S 5S, 5.8S, 28S
S celého ribozému 70S 80S

Tabulka ¢. 1 Sedimentacni koeficienty ribozomalni RNA prokaryot a eukaryot. Sedimentacni
koeficienty jsou uvedeny ve Svedbergovych jednotkach (1S = 10s) a uddvaji, za jak dlouho

sedimentuje RNA v ultracentrifuze (Voet et Voet, 1995).

2.9. Design primeri pro PCR

PCR primer je kratky retézec nékolika bazi DNA, ktery je komplementarni
k diagnostikované oblasti. Je nutny k zahajeni polymerdazové retézové reakce, protoze enzym
polymerdza dokdZe nasednout pouze na dvouretézcové molekuly DNA. Syntetické primery
pouzivané v PCR musi mit nékolik specifickych vlastnosti. Idedlni délka primerl je mezi
18 - 22 bazemi. Takova délka zajistuje dostatecnou specifitu a zaroven snadnou vaznost
k templatové DNA. Teplota tani (T.) indikuje stabilitu vazby duplexu primer — templat.
Cim vy33i obsah guaninu a cytosinu (tzv. GC pomé&r, minimalné 40%) a &im delsi primer, tim
vySSi Tr,. Idedlni T, by méla byt mezi 52 — 58°C. Podle T, primer( volime annealingovou
teplotu PCR (T,). V pfipadé pfilis nizké T, nasedaji primery na nespecifické sekvence a vytvofri
nezadouci produkt, pfi vysoké T, naopak nasedaji neochotné i na komplementarni DNA.
IdedIni T, ma byt asi o 5°C nizsi nez T,,. Maximalni rozdil annealingové teploty mezi pfimym
areveznim primerem je 5°C. DalSim bodem pfti designu primerld je umisténi guaninu
acytosinu na 3" konci primeru. Guanin acytosin spojuji tfi vodikové mustky. Primer
s vysokym GC pomérem ma tedy vyssi vazebnou energii s templatovou DNA neZ pfi vysokém
pomeéru adeninu a thyminu. Pfitomnost G a C na 3" konci primeru ptispiva k silnéjsi vaznosti
primer — templat. Velmi dllezitd vlastnost primerd je jejich schopnost tvofit vzajemné
intermolekularni a intramolekularni struktury, které znemozinuji primerdm navazani
na templat. Intramolekuldarni vldsenky by nemély mit AG nizs$i nez -2 kcal/mol.

Intermolekularni strukturu tvofi komplementarni primery, které se spojuji ochotnéji
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navzajem neZz stempldatovou DNA. Akceptovatelnda minimalni AG primerovych dimer( je
-10 kcal/mol. Z dGvodu spravného navazani na teplatovou DNA nesmi primery dimerizovat
na 3" konci. Vzdalenost mezi pfimym a reverznim primerem a tudiz velikost amplifikované

DNA by neméla presahnout 250 bazi (Premier Biosoft International, 2011 ).

2.10. Sekvenace DNA pomoci fluorescen¢né znacenych dideoxynukleotidii

Pro urceni sekvence DNA byla pouzita metoda sekvenace vyuZivajici
dideoxynukleotidl (ddNTPs) s navazanou fluorescencni znackou, ktera po excitaci laserem
vyzaruje svétlo o urcité vinové délce. V reakéni zkumavce se namichd smeés sekvenované
DNA, deoxynukleotidtrifosftatd (dNTPs), dideoxynukleotidtrifosfatd (ddNTPs), DNA
polymerazy a primeru. Protokol je podobny jako pfi klasické PCR. Prvni fazi je teplotni
denaturace dsDNA pfi95°C. Nasleduje pokles teploty na 50°C a nasednuti primer(
na templatové sekvence. Po zvySeni teploty na 72°C zacne Taq polymeraza prodluzovat
fetézec pridavanim deoxynukleotidli az do momentu, kdy je do fetézce zarazen
dideoxynukleotid. JelikoZ ddNTP nema na 3" uhliku hydroxyskupinu, nemUzZe se za néj zaradit
dalsi nukleotid a prodluZovani retézce se zastavi. Zarazeni ddNTPs do retézce je ovlivnéno
pouze pomérem koncentrace dNTPs / ddNTPs v reakéni zkumavce. Délka fetézce tedy zavisi
pouze na statistické pravdépodobnosti zarazeni ddNTP. Aby nevznikaly jenom kratké
fetézce, jsou dNTPs ve smési v nadbytku. Namnozené uUseky se podrobi kapilarni
elektroforéze v tekutém polyakrylamidovém médiu. Kratsi Useky DNA migruji rychleji. Tésné
pred dosazenim kladné elektrody jsou DNA fragmenty ozareny laserovym paprskem, ktery
excituje fluorescencni znacky na ddNTPs. Kazdy ze ¢ty ddNTPs (ddATP, ddGTP, ddTTP,
ddCTP) ma vlastni fluorescencni znacku vyzafujici maximalné na jiné vinové délce, kterou
meéri spektrofotometr. PocitaC se specidalnim softwarem prevadi zachycené vinové délky
do digitalnich dat. Na zakladé doby prichodu DNA kapilarou a vyzarené vinové délce vytvari
digitalni fragmenty DNA. Fragmenty poté vzajemné porovndva a sestavuje vyslednou
sekvenci (DNA Sequencing by Capillary Electrophoresis Chemistry Guide, 2009)

JestliZe je sekvenace provadéna pfimo ze vzorku po PCR, zlstdvaji v mikrozkumavce

nezreagované primery a nukleotidy, které rusi prlibéh sekvenacni reakce. Z toho dlvodu jsou
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vzorky vzorky precistovany alkalickou fosfatazou a exonukledzou I. Alkalickd fosfataza

defosforyluje volné nukleotidy a restrikéni endonukleaza I. Stépi primery.
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3. Cil prace

S globalizaci svétovych trhl roste riziko prenosu chorob z obchodovanych komodit
a zvysuji se naroky na zabranéni Sifeni karanténnich Skodlivych organism(. Prikladem
preventivnich opatfeni muizZe byt povinny rostlinolékarsky pas vzemich EU, ktery uklada
péstitelim povinnost prokazat, Zze nabizené ovoce pochazi z neinfikovaného sadu. Péstiteld
Prunus armeniaca se tyka napftiklad prokazani neptitomnosti C.P. prunorum zpUsobujici
nemoc ESFY vsadu, odkud pochazi nabizené plody. Identifikace nepfitomnosti patogent
na zakladé projevl nemoci je ale pomérné slozZity proces. Pfitom chybna nebo nepfresna
diagnostika mdze mit vliv na rozsireni patogenu nebo zvoleni zplsobu lécby a eliminace
patogenu ze sadu. ldentifikaci nelze zaloZit pouze na patologickém projevu patogenu. Ten
seve stromu muZe vyskytovat i pomérné dlouhou dobu bez patologickych zmén
na rostlinnych pletivech. Navic nemoci zpUsobené patogeny ridzného fylogenetického
zarazeni maji Casto podobné projevy. Metody pouzZité vramci diplomové prace maji
potencial diagnostikovat patogeny jesté pred jejich patologickym projevem a znacné
tak zpfesnit, urychlit a zjednodusit identifikacni procedury. Cilem diplomové prace

je navrhnout postupy detekce patogend, které by toto splriovaly.
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4. Metody

4.1. Odbér vzorku a izolace DNA

Vzorky pro detekci patogenl merunék byly ziskdny ze sadu v Lednici patfici
Zahradnické fakulté Mendelovy univerzity v Brné. Byly odebrany vzorky lyka a vybrané listy
Prunus armeniaca, odrida Velkopavlovicka. Vzorky pochazely z nemocnych
i bezpriznakovych strom(. Mezi vybranymi jedinci byl bezpfiznakovy strom (klon M.72A),
dva stromy s ¢asteCnymi priznaky napadeni (klony VP.126 a M.44) a na prvni pohled
napadeny strom (klon K.2). 2Zvlastni ddraz byl kladen na odbér bezpfiznakovych
a napadenych ¢asti stromu v ramci jednoho klonu.

Odbér byl proveden ve tfech terminech: 31. kvétna 2010, 7. cervence 2010
a 3. listopadu 2010, vzdy ze stejnych strom(. ZplGsob odbéru je zndzornén na obrdzku ¢. 16.

Vzorky byly uchovany pfi-70°C. Celkem bylo odebrano 39 vzorkd.

Obrdzek & 16 Odbér lyka. Cervenec 2011, Lednice, CR.
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Izolace DNA byla provadéna kitem PowerPlant® DNA Isolation Kit (Mo Bio, USA).
Pfed samotnym pouzitim kitu se merurikové lyko homogenizovalo v tfeci misce. Cistota
izolované DNA byla zmérena spektrofotometricky na pfistroji NanoPhotometer (Implen,
Germany).

Po izolaci méla DNA vysokou miru kontaminace organickymi latkami a dochazelo
k inhibici PCR (viz 5.3. lIzolace a precisténi). Bylo nutné provést precisténi podle instrukci

v PowerPlant® DNA Isolation Kit (MoBio, USA).

4.2. Konstrukce primert pro PCR

Pro design primer( byly pouzity volné dostupné programy a databaze. Templatové
sekvence pro navrh primer( na identifikaci patogend byly nalezeny pomoci databaze NCBI
(NCBI online). Primery byly navrzeny pomoci programu Primer3 (Primer3 online). Specifita
navrzenych primer( byla zkontrolovand pomoci webové databaze BLAST (Altschul et al.,
1990) a tvorba intermolekuldrnich a intramolekularnich struktur pomoci online programu
OligoAnalyzer 3.1 (IDT online). Sekvence a charakteristiky primer( uvadi tabulka ¢. 2 na

nasledujici strané.

Kéd pro sekvence zdatabaze NCBI pouZité pro ndvrh primer( na identifikaci

patogen( (NCBI online):

Prunus armeniaca: F1649670
Candidatus phytoplasma prunorum: EF560639
Monilinia laxa: AF506702
Pseudomonas syringae: HM032080
Cytospora cincta: EF447362
Eutypa lata: DQ006942
Verticillium dahliae: GQ336783
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Tabulka c. 2

Organismus

P. armeniaca

M. laxa

C.P. prunorum

P. syringae, pv. s.

C. cincta

V. dahliae

E. lata

Sekvence primeru

FP:
RP:

FP:
RP:

FP:

RP:

RP:

FP:
RP:

FP:
RP:

FP:
RP:

5- CGA GTCTTT GAA CGCAAG - 3’
5-CCG AGG ACTTGG CATTTAT -3’

5°- CCG TAG GTA ATC GGC AAT AGG - 3’
5°- ATC CACACC GTC GAACAATAA-3

5°- ATA AAA ATC AAT AATGGCTTG G- 3’
5-CGCCCTTAATITCTTTAATTC-3’

: 5°-TTG ATT CAT TGA AGA AGA CGA - 3’

5°-TGG AAT GCT CATTTCTAAGC-3’

5- AAA CCC AGG GGA GGA CAG -3’
5°- CAT AAGTTG GGG GTT TTACGG - 3’

5- CTT CTG AGT GTT CTT AGCGAACC- 3’
5°- CGA GCT GTAATT ACT ACG CAAGG -3

5°- CCT AACTCCAAACCCATGTGA -3’
5°- TCA GCCGTG ACACACCTAAA-3

Tm

54°C
55°C

60°C
60°C

55°C
55°C

54°C
54°C

58°C
59°C

63°C
63°C

59°C
58°C

GC

pomér

50%
47,40%

52,38%
42,86%

27,27%
33,33%

33,30%
40%

61,10%
47,60%

47,80%
47,80%

47,60%
50%

Velikost

amplikonu

165 bp.

151 bp.

174 bp.

290 bp.

411 bp.

289 bp.

462 bp.

Tabulka ¢. 2 Sekvence a charakteristiky navrzenych primera pouzitych k identifikaci hledanych

organismQ. FP = pfimy primer, RP = reverzni primer.
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4.3. PCR

Hledané sekvence DNA byly amplifikované metodou PCR. Jako pozitivni kontrola byla

pouzita DNA z Prunus armeniaca. V tabulce ¢. 3 a 4 jsou uvedeny protokoly PCR

pro amplifikaci DNA Prunus armeniaca a hledanych patogen(, reakéni objemy pro jednu PCR

zkumavku jsou uvedeny v tabulce ¢. 5. Pro ucely diplomové prace byl pouzZit termocycler

Verity (Applied Biosystems, USA).

Tabulka ¢. 3

Teplota Cas

1x 95°C 2,5 min
95°C 20s

50 x 55°C 20s
72°C 30s

1x 72°C 7 min

1x 10°C hold

Tabulka ¢. 3 PCR protokol pro Prunus armeniaca, Candidatus phytoplasma prunorum a

Pseudomonas syringae, pv. syringae.

Tabulka c. 4

Teplota Cas

1x 95°C 2,5 min
95°C 20s

50 x 60°C 20s
72°C 30s

1x 72°C 7 min

1x 10°C hold

Tabulka ¢. 4 PCR protokol pro Monilinia laxa, Verticillium dahliae, Eutypa lata a Cytospora

cincta.
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Tabulka ¢. 5

Master Mix
PCR voda

Objem reaktantti pro Objem reaktantti pro

detekci DNA P. armeniaca detekci DNA patogent

10 wl
7,8 ul

P¥imy primer (c = 20 uM) 0,6 ul
Reverzni primer (c =20 uM) 0,6 ul
Vzorek izolované DNA 1wl

Celkovy objem 20 ul

10 wl
6,3 ul
0,6 pl
0,6 ul
2,5 ul
20 ul

Tabulka ¢. 5 Objemy jedné zkumavky pro PCR reakci. Master Mix je smési nukleotid(, Taq

polymerdzy, pufru udrzujiciho pH reakce a Mg+2 iontd nutnych pro spravnou funkci DNA

polymerazy.

4.4. Elektroforéza na agarézovém gelu

Pro separaci DNA byl pouzit 1,5% agardzovy gel, referencni ldtkou byl ethidium

bromid (Tabulka ¢. 6). Vanicka s gelem byla ponofena do 1x koncentrovaného TBE pufru

(11 pufru = 1l destilované vody, 5,4g Tris, 2,75g kyseliny borité, 2ml 0,5M EDTA, pH=8 ).

Vzorky DNA po PCR byly smichané s nanasecim pufrem a do jamky v gelu bylo napipetovano

10ul smési. Napéti zdroje bylo nastaveno na 100 V. Po skonceni elektroforézy byly gely

vyfoceny pod UV transiluminatorem.

Tabulka c.6

Agardza
1x koncentrovany TBE pufr

Ethidium bromid

V= cca 100ml
15¢g
100 ml

4,5 ul

Tabulka ¢. 6 Slozeni 1,5 agardzového gelu.
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4.5. Precisténi PCR produktu pred sekvenaci

Jako templaty pro sekvenaci byly pouZity vybrané vzorky patogenl po PCR. Vzorky

po PCR byly precistény alkalickou fosfatdazou a exonukleazou 1 (Tabulka ¢. 7).

Tabulka ¢. 7

Objem
Alkalicka fosfataza 0,5 ul
Exonukleaza | 1l
Vzorek DNA 5ul
Cas Teplota
15 min 37°C
15 min 85°C

Tabulka ¢. 7 Protokol pro precisténi DNA templatu po PCR pred sekvenacni PCR.

4.6. Sekvenace

Pro potvrzeni pritomnosti byly vzorky sekvenovany. Protokol PCR pro sekvenaci
je v tabulce ¢. 8. Reakéni objemy pro jednu zkumavku jsou v tabulce ¢. 9. Sekvenace byla

provadéna pomoci sekvencniho kitu BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA).
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Tabulka ¢. 8
Teplota Cas
1x 95°C 60s
95°C 20s
35x 50°C 5s
72°C 4min

Tabulka ¢. 8 Teplotni protokol pro sekvencni reakci provedenou pomoci BigDye Terminator

v3.1 kitu.

Tabulka ¢. 9
Reakéni objem pro jednu PCR
zkumavku

Sekvenacni mix 2 ul

Sekvenacni pufr 2 ul

PFimy primer 0,5 ul

Precistény vzorek DNA 2,5 ul

Voda 3ul

Celkovy objem 10 ul

Tabulka ¢. 9 SloZeni smési pro PCR reakci za Uéelem sekvenace

Po skonceni sekvenacniho teplotniho cyklu se DNA precistila kitem Chemagic
Seq Pure Kit firmy Chemagen dle pfilozeného postupu, kdy byla provedena eluce do 15 ul
PCR vody. Vlastni analyza sekvencni reakce byla provedena na pfistroji GeneticAnalyzer 3100
(Applied Biosystems, USA) na 36 cm dlouhé kapilafe v polymeru POP7 za poufZiti
standardniho protokolu nastaveného vyrobcem. Sekvence byly vyhodnoceny programem
Sequence Scanner (Applied Biosystems, USA) a sekvence porovnany s databdzemi NCBI

(NCBI online) programem BLAST (Altschul et al, 1990).
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5. Vysledky

5.1. Navrh primeri

Podle postupu uvedeném v odstavci 2.9. Design primerl a 4.2. Konstrukce primer(
pro PCR byly navrzeny primery pro amplifikaci vybranych oblasti. Jako pozitivni kontrola
amplifikace byla vybrana sekvence ITS oblasti ribozomdlnich gen(i Prunus armeniaca.

U patogent Candidatus phytoplasma prunorum, Pseudomonas syringae, pv. syringae,
Cytospora cincta, Verticillium dahliae a Eutypa lata byla pro navrh vyuzita ITS sekvence
ribozomalniho genu (2.8. ITS oblasti). V ptipadé patogenu Monilinia laxa byla na zakladé
predeslych studii vybrana sekvence ziskana RAPD analyzou (Cote et al., 2004). Specifita
navrzenych primerd byla kontrolovdna prohledavanim komplementdarnich sekvenci
ulozenych vramci databaze NCBI (NCBI online) pomoci programu BLAST (Altshul et al.,
1990).
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5.2. Odbér vzorku

Tabulky ¢. 11A, ¢. 11B a ¢. 11C v této kapitole obsahuji informace o odbéru vzorkd.

V ramci testované skupiny byly vybrany stromy s rlznym stupném napadenim (kapitola

4.1. Odbér vzorka a izolace DNA). V tabulce ¢. 10 je vyvoj zdravotniho stavu testovanych

klond strom( vyjadieny jako procentudlni odumfeni koruny vroce 2009 a vroce 2010.

Vzorky z prvniho odbéru z 31. kvétna 2010 jsou oznaceny A, vzorky z druhého odbéru 7.

Cervence 2010 jsou oznaceny B, vzorky z 3. listopadu 2010 jsou oznaceny C. Ve sloupci

yldentita®, jsou vypsany vzorky, které byly odebrany priblizné ze stejného mista na vétvi.

V tabulce ¢. 12 je uveden souhrn identity vzork(.

Tabulka ¢. 10

Klon

K.2
VP.126
M.44
M.72A

Odumveni (v %)
Rok 2009
40
30

Rok 2010
100
40
50

0

Tabulka ¢. 10 Stav stromU z hlediska odhadnutého procentudlniho odumreni koruny v roce

2009 a v roce 2010.
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Prvni odbér vzork( byl proveden 31. kvétna 2010 (Tabulka ¢. 11A). Byly vytipovany
vhodné stromy Prunus armeniaca s ohledem na jejich zdravotni stav, ktery je uveden

v tabulce 10. Vzorky z prvniho sbéru maji oznaceni A.

Tabulka ¢. 11A

Vvék

vétve
Oznaceni Klon Popis odbéru a zdravotni stav (roky) Identita
1A M.72A  lyko - bezpfiznakova vétev 6 1B, 8C
2A M.72A  lyko -bezpfiznakova vétev 2 2B, 9C
3A VP.126  lyko - odumirajici vétev 5 4B, 5C
4A VP.126 lyko - odumirajici vétev 3 5B, 3C, 4C
5A VP.126 lyko - odumirajici vétev 3 5B, 3C, 4C
6A VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 6 8B, 2C
7A VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 3 9B, 1C
8A VP.126 lyko - svinuté listy, mirna chlordza 6 7B
9A VP.126  lyko - svinuté listy, mirna chlordza 3 6B
10A M.44 Iyko - svinuté listy, mirna chloréza 3 108, 6C
11A M.44 lyko - svinuté listy, Zloutenka, slaby rust 3 11B, 7C
12A M.44 listy a rapiky - svinuté listy, Zloutenka, slaby rist - 12B, 13B
13A K.2 lyko - predcasné vadnuti list( i letorostd, odumirani 2 3B, 10C
14A K.2 list - usychajici list - -
15A K.2 rapik - -

Tabulka ¢. 11A Prvni odbér (A-vzorky), 31. kvétna 2010.
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Druhy odbér vzork( byl proveden 7. Cervence 2010 (Tabulka ¢ 11B). Vzorky byly

odebirany ze stejnych stromu a vétvi jako prvni odbér a jsou oznacené jako B-vzorky.

Tabulka ¢. 11B

Vék vétve

Oznaceni Klon  Popis odbéru a zdravotni stav (roky) Identita
1B M.72A lyko - bezpriznakova vétev 6 1A, 8C
2B M.72A lyko - bezptiznakova vétev 2 2A, 9C
3B K.2 lyko - prfed¢asné vadnuti listd i letorostt, odumirani 2 13A, 10C
4B VP.126 lyko - odumirajici vétev 5 3A, 5C
5B VP.126 lyko - odumirajici vétev 3 4A, 3C, 4C
6B VP.126 lyko - svinuté listy, mirna chloréza 3 9A

7B VP.126 lyko - svinuté listy, mirna chlordza 6 8A

8B VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 6 6A, 2C
9B VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 3 7A, 1C
108 M.44  lyko - svinuté listy, mirna chloréza 3 10A, 6C
11B M.44  lyko - svinuté listy, Zloutenka, slaby rist 3 11A,7C
12B M.44  listy a fapiky - svinuté listy, Zloutenka, slaby rist - 12A

13B M.44 listy a rapiky - svinuté listy, Zloutenka, slaby rudst - 12A

Tabulka ¢. 11B Druhy odbér vzorkl (B - vzorky), 7. cervence 2010.
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Treti odbér vzorkd byl proveden 3. listopadu 2010 (Tabulka ¢. 11C). Vzorky byly
odebirany ze stejnych strom( a vétvi jako prvni a druhy odbér a jsou oznacené jako

C - vzorky.

Tabulka ¢. 11C

Vék vétve

Oznaceni Klon Popis odbéru a zdravotni stav (roky) Identita
1C VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 3 7A, 9B
2C VP.126 lyko - zdravéjsi vétev 6 6A, 8B
3C VP.126 lyko - odumirajici vétev 3 5A, 5B
4C VP.126 lyko - odumirajici vétev 3 5A, 5B
5C VP.126 lyko - odumirajici vétev 5 3A, 4B
6C M.44 lyko - svinuté listy, mirna chlordza 3 10A, 10B
7C M.44 lyko - svinuté listy, Zloutenka, slaby rast 3 11A, 11B
8C M.72A  lyko - bezpfiznakova vétev 6 1A, 1B
9C M.72A  lyko - bezpfiznakova vétev 2 2A, 2B
10C K.2 lyko - predcasné vadnuti list(i i letorost( 2 13A, 3B
11C K.2 lyko - odumfrela vétev (saprofytickd houba) - -

Tabulka ¢. 11C Treti odbér vzorku (C - vzorky), 3. listopadu 2010.

Tabulka & 12 na nasledujici strané uvadi souhrn tabulek ¢ 11A, & 11B a ¢ 11C. Radky
predstavuji data odbérd, sloupce obsahuji oznaceni vzork(, které byly odebirané priblizné
ze stejného mista stromu. Symbol / znamenad, Ze vzorek nebyl odebran a v daném odbéru
tak chybi identita k ostatnim odbérlim. Nejcastéjsi dlvod pro¢ nebyl vzorek odebran
je odumfreni sledované vétve nebo ¢asti stromu. Popfipadé byly odebranym vzorkem listy,

které se pfi tretim odbéru 3. listopadu 2010 uZ na stromech nenachazely.
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Tabulka ¢. 12

Datum Klon stromu a pfitomnost patogenu
odbéru
M.72A VP.126
31.5.2010 1A 2A |3A  4A 5A 6A 7A 8A 9A
7.6.2010 .g 2 | 1B 2B |4B 5B 5B 8B 9B 7B 6B
3.11. 2010 é E 8C 9C |5C 4Cc 3¢ 2¢ 1c / /
M.44 K.2

31.5. 2010 10A 11A 12A / 13A 14A 15A /
7.6.2010 .g 3 10B 11B 12B 13B 3B / / /
3.11. 2010 g g 6C 7C / / 10C / / 11C

Tabulka ¢. 12 Souhrnna tabulka identity vzork(, identické vzorky ve sloupcich.

5.3 Izolace a precisténi

DNA byla ze vzork( izolovana pomoci kitu PowerPlant® DNA Isolation Kit (MoBio,
USA). Po izolaci byla Cistota DNA mérena na pristroji NanoPhotometer (Implen, Germany),
a to na zakladé dvou pomérl absorbanci, A260/280 a A260/230. Pfi provedeni standardni
izolace dle navodu u kitu byla ziskana pomérné nizka cistota DNA (Tabulka ¢. 13 — Pred
precisténim). Ndsledné byly provedeny testy na pfitomnost pozitivni kontroly metodou PCR
s navrzenymi primery pro amplifikaci Prunus armeniaca. Vétsina vzork( byla negativnich
(Obrazeke. 17) a bylo nutné provést precisténi podle instrukci v PowerPlant® DNA Isolation
Kit (MoBio, USA) Po precisténi se Cistota vzorkl mérena stejnym zplsobem zvysila
(Tabulka ¢. 13 — Po precisténi). Vzorky pak byly stejnym zplsobem otestovany na pfitomnost
pozitivni kontroly Prunus armeniaca. VSechny vzorky byly po precisténi pozitivni (Obrdzek
¢. 18) a tento postup byl pak pouzivdn pro vsechny nasledujici izolace. Celkové bylo

izolovano 39 vzorkd.
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Tabulka ¢. 13

Az60/Azg0 Az60/Az30 Koncentrace (ng/pl)
Pfed precisténim 1,33+0,41 (a=0,05) 1,15+0,30(a=0,05) 4,2+0,8(a=0,05)
Po pedisténi 1,62+ 0,32 (a=0,05) 1,39 + 0,34 (a=0,05) 3,7 + 0,6 (a=0,05)

Tabulka ¢. 13 Prlmérné hodnoty Cistoty vzorkd DNA pred precisténim a po precisténi.

100bp
200bp = R T

SGObp:_a

M 1A 2A 3A 4A SA 6A

o @

w,
l.

Obrdzek ¢. 17 Analyza vzork( 1A - 6A pred precisténim na 1.5% agarézovém gelu za pouZiti

délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Délka sekvence DNA ohranicend

primery Prunus armeniaca byla 165bp. Pozitivni vzorky v draze 3A a 4A. Ostatni negativni.
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100bp
500bp H
=

M 1A 2A 3A 4A SA BA

3

Obrazek ¢. 18 Analyza vzork(i 1A - 6A po precisténim na 1.5% agardozovém gelu za pouziti
délkového markeru GeneRuller 100bp (Fermentas, Litva). Délka sekvence DNA ohranicena

primery Prunus armeniaca byla 165bp. VSechny vzorky pozitivni.

5.4. Identifikace a vyhodnoceni piritomnosti patogent

V této kapitole jsou uvedeny priklady postupl pfi vyhodnocovani pritomnosti
patogenll vevzorcich a vysledné tabulky jejich pfitomnosti. Vyhodnoceni probihalo
na zakladé odectu délek PCR produktl analyzovanych pomoci agarézového gelu a sekvenaci
vybranych vzork( podezielych na pfitomnost patogenu. Ziskané sekvence byly porovnany

se sekvencemi v databazi NCBI (NCBI online) pomoci programu BLAST (Altshul et al., 1990).

5.4.1. Candidatus phytoplasma prunorum

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Candidatus phytoplasma
prunorum ohrani¢end navrzenymi primery meéla byt 171bp. Po provedeni PCR reakce
a elektroforézy byl identifikovan produkt o délce kolem 170 bp odpovidajici teoretickému
predpokladu (Obrdzek ¢. 19). Po amplifikaci vSech 39 zkoumanych vzork( byla pro potvrzeni
specifity produktu provedena kontrolni sekvenace vzorku 12B (Tabulka ¢. 14). PCR produkt
byl precistén smési exonukledzy 1 a alkalické fosfatdzy (4.5. Precisténi PCR produktu
pred sekvenaci) a sekvenovan za pouziti F-primeru pro identifikaci C.P. prunorum
(5'- ATA AAA ATC AAT AAT GGC TTG G - 3’) pomoci sekvenéniho mixu BigDye Terminator

v3.1 (Applied Biosystems, USA). Po provedeni byla ziskand sekvence vyhodnocena
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programem Sequence Scanner (Applied Biosystems,USA) a porovnana s referencni sekvenci
Candidatus phytoplasma prunorum (EF560639, NCBI online), kdy byla nalezena 100% shoda
(Tabulka ¢. 14). Sekvenace tedy jednoznacné potvrdila specifitu detekce patogenu
Candidatus phytoplasma prunorum u analyzovanych vzork(. Pfitomnost patogenu ve vSech

vzorcich uvadi tabulka 15.

e
E—

SO0bp

11A 13A 15A 3B iB

Obrdzek ¢. 19 Analyza pritomnosti C.P.prunorum na 1.5% agardzovém gelu za pouziti
délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podezielé vzorky na pfitomnost

patogenu jsou 11A, 15A, 3B a 4B. Teoretickd délka amplifikatu je 171bp.

Tabulka ¢. 14

Vzorek 12B AGCGTGAGGT CGATGGT TCGAGT CCAT TTAGGCCCACCAAAATATTTATT
EF560639 AGCGT GAGGT CGATGGT TCGAGT CCAT TTAGGCCCACCAAAATATTTATT
R R b Sk S b S S b S b S b S b b S b b S R Sk S b S b S b b S b S S I Rk S b I b
Vzorek 12B TTAAAAAAACAAGCTCTTTGAAAAGTAGATAAAT TAAGGT TAGAAGAAT
EF560639 TTAAAAAAACAAGCT CTTTGAAAAGTAGATAAAT TAAGGT TAGAAGAAT

R R b Sk S b Sk b S b S b b Sk S I R Rk b b S b i S b S b S b b S S b S b b S

Tabulka ¢. 14 Srovnani sekvenace vzorku 12B se sekvenci EF560639 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W (Thompson et. al, 1994). Sekvence EF560639 byla pouZita pro

navrzeni primeru na identifikaci C. P. prunorum. Shoda sekvenci je 100%.
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Tabulka ¢. 15 uvadi celkovou pritomnost patogenu Candidatus phytoplasma
prunorum ve vsech odebranych vzorcich. Symbol + znaci pfitomnost, symbol — nepfitomnost,
symbol / znamena, Ze vzorek nebyl odebran a v daném sbéru tak chybi identita. Modfe jsou

oznaceny sekvenované vzorky.

Tabulka c. 15

Datum Patogen Klon stromu a pfitomnost patogenu
odbéru
M.72A VP.126
31.5. 2010 1A- 2A+ | 3A+ 4A+ 5A- 6A- 7A- B8A- O9A-

7.6.2010 C. P. prunorum | 1B+ 2B+ |4B+ 5B- 5B- 8B+ 9B+ 7B- 6B+

3.11. 2010 8C- 9C- |5C- 4C- 3C- 2Cc+ 1c- / /

M.44 K.2
31.5. 2010 10A- 11A+ 12A+ / 13A- 14A- 15A+ /
7.6.2010 C.P. prunorum | 10B- 11B+ 12B+ 13B+ | 3B+ / / /
3.11. 2010 6C - 7C+ / / 10C + / / 11C-

Tabulka ¢. 15. Vyhodnoceni pritomnosti patogenu Candidatus phytoplasma prunorum ve

vSech odebranych vzorcich.

5.4.2. Monilinia laxa

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Monilinia laxa ohrani¢ena
navrzenymi primery méla byt 151bp. Po provedeni PCR reakce a elektroforézy
byl identifikovdn produkt o délce kolem 150 bp odpovidajici teoretickému predpokladu
(Obrazek ¢. 20). Po amplifikaci vsech 39 zkoumanych vzorkd byla pro potvrzeni specifity
produktu provedena kontrolni sekvenace vzorku 13A (Tabulka ¢ 16). PCR produkt

byl precistén smési exonukledzy 1 a alkalické fosfatazy (4.5. Precisténi PCR produktu pred

sekvenaci) a sekvenovdn za pouZiti F - primeru proidentifikaci Monilina laxa
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(5’- CCG TAG GTA ATC GGC AAT AGG - 3) pomoci sekvenéniho mixu BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, USA). Po provedeni byla ziskana sekvence vyhodnocena programem
Sequence Scanner (Applied Biosystems) a porovnana s referencni sekvenci Monilinia laxa
(AF506702, NCBI online), kdy byla nalezena 100% shoda (Tabulka ¢. 16). Sekvenace tedy
jednoznacné potvrdila specifitu detekce patogenu Monilinia laxa u analyzovanych vzorku.

V agardzovych gelech se velmi ¢asto nachazely pruhy zhruba v 300bp (Obrdzek ¢. 20,
vzorek 8C). Sekvenaci se potvrdilo, Ze se jednd o Monilinia laxa. Vysvétleni je uvedeno
v kapitole 6. Diskuze (Tabulka ¢. 32). M. laxa byla tedy z agardozového gelu odecitana jak

v 151bp, tak zhruba pfi 300bp. Pfitomnost patogenu ve vSech vzorcich uvadi tabulka ¢. 17.

100bp . -
200bp — -
300bp
500bp —
M 1A 2A 1B 2B 8C 9C

Obradzek ¢. 20 Analyza pritomnosti M. laxa na 1.5% agardzovém gelu za pouziti délkového
markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podezrely vzorek na pfitomnost patogenu je

1B.

Tabulka ¢. 16

Vzorek 13A AGAAGGGECGEGT TGAGAAGGT TAAGGGT TTGCTACTTGCACTCCTTTTATT

AF506702 AGAAGGGECGEGT TGAGAAGGT TAAGGGT TTGCTACTTGCACTCCTTTTATT
Khkhkhhhhkhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkhhhhhhhhhkhhhhkhx

Vzorek 13A GITCGACGGTGTGGAT

AF506702 GITCGACGGTGI GGAT

R R IR b Sk S b S b b I b S

Tabulka ¢. 16 Srovnani sekvenace vzorku 13A se sekvenci AF506702 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W. (Thompson et. al, 1994) Sekvence AF5067029 byla pouzita

pro navrzeni primerd na identifikaci M.laxa. Shoda sekvenci je 100%.
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Tabulka ¢. 17 uvadi celkovou pfitomnost patogenu Monilinia laxa ve vsech
odebranych vzorcich. Symbol + znaci pritomnost, symbol — nepfitomnost, symbol / znamen3,
Zze vzorek nebyl odebran a v daném sbéru tak chybi identita. Modfe jsou oznadeny

sekvenované vzorky.

Tabulka ¢. 17

Datum Patogen Klon stromu a pfitomnost patogenu
odbéru
M.72A VP.126
31.5. 2010 1A- 2A- |3A- 4A- 5A- 6A- 7A- 8A- O9A-

7.6.2010 M. laxa 1B+ 2B- (4B- 5B- 5B- 8B+ 9B+ 7B+ 6B+

3.11. 2010 8C+ 9C- |5C- 4C- 3C+ 2C+ 1C+ / /

M.44 K.2
31.5. 2010 10A+ 11A+ 12A+ / 13A+ 14A+ 15A+ /
7.6.2010 M. laxa 0B+ 11B+ 12B+ 13B- | 3B+ / / /
3.11. 2010 6C + 7C+ / / 10C - / / 11C-

Tabulka ¢. 17. Vyhodnoceni pfitomnosti patogenu Monilinia laxa ve vsech odebranych

vzorcich.

51




5.4.3. Pseudomonas syringae, pv. syringae

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Pseudomonas syringae,
pv. syringae ohranicend navrzenymi primery méla byt 290bp. Po provedeni PCR reakce
a elektroforézy byl identifikovan produkt o délce kolem 300 bp odpovidajici teoretickému
predpokladu (Obrdzek ¢. 21). Po amplifikaci vSech 39 zkoumanych vzork( byla pro potvrzeni
specifity produktu provedena kontrolni sekvenace vzorku 2A (Tabulka ¢. 18). PCR produkt byl
precistén smési exonukledzy 1 aalkalické fosfatazy (4.5. Precisténi PCR produktu
pred sekvenaci) a sekvenovan za pouziti F - primeru pro identifikaci Pseudomonas syringae,
pv. syringae (5°-TTG ATT CAT TGA AGA AGA CGA - 3°) pomoci sekvenéniho mixu BigDye
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA). Po provedeni byla ziskana sekvence
vyhodnocena programem Sequence Scanner (Applied Biosystems, USA) a porovnana
s referencni sekvenci Pseudomonas syringae, pv. syringae (HM032080, NCBI online), kdy byla
nalezena 100% shoda (Tabulka ¢. 18).

Dale byla provedena sekvenace vzorku 3B, kterd se neshodovala se sekvenci
Pseudomonas syringae, pv. syringae. Pomoci programu BLAST (Altshul et al., 1990) byla
nalezena 100% shoda se sekvenci AY582373, kterd odpovida organismu Pseudomonas
fluorescens (Tabulka ¢. 19).

Srovnani ziskanych sekvenci Pseudomonas syringae, pv. syringae a Pseudomonas
fluorescens uvadi tabulka ¢. 20. Srovnani shody sekvence navrzenych primer0 pro identifikaci
Pseudomonas syringae, pv. syringae se sekvenci Pseudomonas fluorescens je v tabulce ¢. 21
a ukazuje na 100% shodu F i R primerd. Z divodu nespecifické detekce neni souhrnna
tabulka pfitomnosti patogenu Pseudomonas syringae, pv. syringae ve vzorcich v kapitole

uvedena.
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Obradzek ¢. 21 Analyza pritomnosti Pseudomonas syringae, pv. syringae na 1.5% agarézovém
gelu za pouziti délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podezielé vzorky

na pritomnost patogenu 3A a 10A.

Tabulka ¢. 18

Vzorek 2A GTAGAAATACGGGEGECCATAGCT CAGCT GGGAGAGCGECCTGCCT TGCACEC

HM032080 GTAGAAATACGGGEGECCATAGCT CAGCT GGGAGAGCGECCTGCCTTGCACGC
hhhkhkhhhhkhhhhhkhhhhkhhhhhhhhhkhhhhhkhhhhhhhhhkhhhhhkhhkkx

Vzorek 2A AGGAGGT CAACGGT TCGATCCCGT TTGGECTCCACCAT

HM032080 AGGAGGTCAACGGT TCGATCCCGT TTGGECTCCACCAT

R I b S E S b S S R R S S b R R S S S S

Tabulka ¢. 18 Srovnani sekvenace vzorku 2A se sekvenci HM032080 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W (Thompson et. al, 1994). Sekvence HM032080 byla pouzita pro
navrZzeni primerd na identifikaci Pseudomonas syringae, pv. syringae. Shoda sekvenci je

100%
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Tabulka ¢. 19

Vzorek 3B ACCAATTTTGT GTGGGAAACGCCT GTAGAAATACGGEGCC

AY582373 ACCAATTTTGT GTGGGAAACGCCT GTAGAAATACGGEGECC
R I I b S S b R R R I b I S R S b S I

Vzorek 38 ATAGCT CAGCT GBGAGAGCGCCT ACGCAGGAGGT CAACGG

AY582373 ATAGCT CAGCT GBGAGAGCGCCT ACGCAGGAGGT CAACGG
R S Sk S kS I Sk S S S S kS Sk b S S S Ik

Vzorek 38 TTOGATCOCGTTTGGCTCCACCAT

AY582373 TTCGATCCCGT TTGGCTCCACCAT

EE R SR Sk S S b b S S S S S S S

Tabulka ¢. 19 Srovnani sekvenace vzorku 3B se sekvenci AY582373 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Sekvence AY582373 je sekvenci ITS oblasti

organismu Pseudomonas fluorescens. Shoda sekvenci je 100%.

Tabulka c¢. 20

Vzorek 2A (P.syringae, pv.syringae) CCTGCCTTGCACGCAGGAGGT CACCGEG
Vzorek 3B (P. fluorescens) CCTGCCTTGCACGCAGCGAGGT CAACGG
kkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkkhkkhkhkhkkk*kx * % %
Vzorek 2A (P.syringae, pv.syringae) TTCGATCCCGGTTGECTCCACCA
Vzorek 3B (P. fluorescens) TTCGATCCCGTTTGGCTCCACCA

kkhkkkhkkhkkhkkhk kkkhkkhkkhkkikkkk*kx

Tabulka ¢. 20 Srovnani sekvenace vzorku 2A a 3B porovnané programem CLUSTAL W
(Thompson et. al, 1994). Sekvence 2A je sekvenci organismu P. syringae, pv. syringae, 3B je

sekvenci organismu Pseudomonas fluorescens. Barevné jsou vyznacené neshody sekvenci.

54




Tabulka ¢. 21

F - primer (P. syringae, pv. syringae) TTGATTCATTGAAGAAGACGA
AY582373 (Pseudomonas fluorescens) TTGATTCATTGAAGAAGACA

ER R I I I S I b S b b b S b S S i i b

R — primer (P. syringae, pv. syringae) GCTTAGAAATGAGCATTCCA
HQ171972 (Pseudomonas fluorescens) GCCTTAGAAATGAGCATTCCA

kkhkkkhkkhkkhkkhhkkhkkhkkhkkikkkhkkh*k

Tabulka ¢. 21 Srovnani sekvence F - primeru P.syringae, pv. syringae se sekvenci AY582373
(NCBI online, ITS oblast Pseudomonas fluorescens) a R-primeru P.syringae, pv. syringae se
sekvenci HQ171972 (NCBI online, ITS oblast Pseudomonas fluorescens). Shoda obou primer(

s uvedenymi sekvencemi Pseudomonas fluorescens je 100%.

5.4.4. Cytospora cincta

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Cytospora cincta ohranicena
navrzenymi primery meéla byt 411bp. Po provedeni PCR reakce a elektroforézy byl
identifikovan produkt o délce kolem 400bp odpovidajici teoretickému predpokladu (Obrazek
¢. 22). Po amplifikaci vSech 39 zkoumanych vzorkl byla pro potvrzeni specifity produktu
provedena kontrolni sekvenace vzorku 7C (Tabulka ¢. 22). PCR produkt byl precistén smési
exonukledazy 1 a alkalické fosfatdzy (4.5.Precisténi PCR produktu pred sekvenaci)
a sekvenovan za poutziti F - primeru pro identifikaci Cytospora cincta (5'- AAA CCC AGG GGA
GGA CAG - 3’) pomoci BigDye Terminator v3.1 mixu (AppliedBiosystems, USA). Po provedeni
sekvenace byla ziskand sekvence vyhodnocena programem Sequence Scanner (Applied
Biosystems, USA) a porovnana sreferencni sekvenci Cytospora cincta (EF447362, NCBI
online), kdy byla nalezena 100% shoda (Tabulka ¢. 22).

Dale byla provedena sekvenace vzorku 13A, ktera se neshodovala se sekvenci
Cytospora cincta. Pomoci programu BLAST (Altshul et al., 1990) byla nalezena 100% shoda
se sekvenci EF447376, ktera odpovidd organismu Leucostoma persooni (Tabulka ¢ 23).
Srovnani ziskanych sekvenci Cytospora cincta a Leucostoma persooni uvadi tabulka ¢. 24.
Srovnani shody sekvence navrzenych primerl pro identifikaci Cytospora cincta se sekvenci

Leucostoma persooni je v tabulce ¢. 25 a ukazuje odliSnost primer(. Souhrn pfitomnosti
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patogenu Cytospora cincta ve vzorcich uvadi tabulka ¢. 26, mozné komplikace detekce jsou

diskutovany v kapitole 6.

—
—
—

Ml 1A 2A 1B 2B 8C ac

Obrazek ¢. 22 Analyza pritomnosti Cytospora cincta na 1.5% agardzovém gelu za pouZiti
délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podeziely vzorek na pfitomnost

patogenu je 9C.

Tabulka c. 22

Vzorek 7C GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGCECTTGGT G TGEGEG
EF447362 (C. cincta) GAGCGTCATTTCAACCCTCAAGCCTGECTTGGTGI TGEEG
khkkkhkhhhkhkhhhkhkhhhhkhkhhhkhkhhhkhkhhhkhkhhdkhkhkx*
Vzorek 7C CATTACCTGACTGI TTTCAACAGGAGGEGT AAGCCCTGAAAT
EF447362 (C. cincta) CATTACCTGACTGITTTCAACAGGAGGEGTAAGCCCTGAAAT
B R R o R o R R
Vzorek 7C TTAGI GGCGAGCT CGCCAGGACT CCGAGCGCAGTAGI TAAA
EF447362 (C. cincta) TTAGI GGCGAGCT CGCCAGGACT CCGAGCGCAGTAGI TAAA
B R R R R
Vzorek 7C CCCTCGCTCTGGACT GTACT GECGCGECCCTGCCGTAAAAC
EF447362 (C. cincta) CCCTCGCTCTGGACT GTACT GECGECGGECCCTGCCGTAAAAC

BRI b b S b b b b S b S R S b b Sk S b b b S b S R R S b b

Tabulka ¢. 22 Srovnani sekvenace vzorku 7C se sekvenci EF447362 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W (Thompson et. al, 1994). Sekvence EF447362 byla pouZita pro

navrZeni primer( na identifikaci Cytospora cincta. Shoda sekvenci je 100%
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Tabulka c. 23

Vzorek 13A GGTATTCCAGAGGEGECATGCCCTGT TCGAGCGT CATTTCAACCCT
EF447376 (L. persooni) GGTATTCCAGAGGGECATGCCTGI TCGAGCGT CATTTCAACCCT

R R I b b S b S b S S S S R I Sk S S S S R Sk I

Vzorek 13A CAAGCCTAGCTTGGTGT TGGEECATTACCTGACTGI TTTACAG
EF447376 (L. persooni) CAAGCCTAGCTTGGTGT TGGEECATTACCTGACTGI TTTACAG

R R I b b S b S b S S R S R I Sk S S S R S R S S S S

Vzorek 13A GAGGGTAAGCCCTGAAATTTAGT GGCGAGCT CGCCAGGACTCC
EF447376 (L. persooni) GAGGGTAAGCCCTGAAATTTAGT GECGAGCT CGCCAGGACTCC

R R I b b S b S b S S S S R I kS b S S S S R S S I S

Vzorek 13A GAGCGCAGTAGT TAAACCCTCGCTTTGGATAGTACT GECGCGG
EF447376 (L. persooni) GAGCGCCAGTAGT TAAACCCTCGCTTTGGATAGTACT GECGCGG

R R b b S b S b b S b S b Rk b I b b S b b b S b S S R R S I b

Vzorek 13A CCCTGCCGTAAAAC
EF447376 (L. persooni) CCCTGCCGTAAAAC

R R b b S b S b b

Tabulka ¢. 23 Srovnani sekvenace vzorku 13A se sekvenci EF447376 (NCBI online) porovnané
programem CLUSTAL W (Thompson et al.,, 1994). EF447376 je sekvenci organismu

Leucostoma persooni. Shoda sekvenci je 100%.

Tabulka ¢. 24

Vzorek 7C (C. cincta) GAGCGTCATTTCAACCCT CAAGCCT GCCTTGGT GT TGGGGECAT
Vzorek 13A (L. persooni)  GAGCGT CATTTCAACCCT CAAGCCT AGCT TGGT GT TGGEGEGECAT

kkhkkkhkkhkhkkhhkkhkhhkhhkkhkhhkhhkhkhhkhhkhk khkkhkhkkhkkhrkkhkhkkhkhkhrkkhkhkkx*k

Vzorek 7C (C. cincta) TACCTGACTGI TTTCAACAGGAGGGTAAGCCCTGAAATTTAGT

Vzorek 13A (L. persooni)  TACCTGACTGITTT- - ACAGGAGGGTAAGCCCTGAAATTTAGT
khhkkhkhhkkhhkkhx khkhkhkhhhhkhhhhkhkhhhhkhhhhhkhhdkx

Vzorek 7C (C. cincta) GGECGAGCT CECCAGGACT CCGAGCGCAGTAGT TAAACCCTCGEC

Vzorek 13A (L. persooni)  GECGAGCT CGCCAGGACT CCGAGCGCAGTAGI TAAACCCTCGEC

R R b b S b S b b S b S b S b R R b S S bk b b S b S b S bk S b b S

Vzorek 7C (C. cincta) TCTGGACTGTACTGECGCGEECCCTEC
Vzorek 13A (L. persooni)  TTTGGATAGTACTGECGECGECCCTGC
* * % % % R S b I b b b b b b I B b

Tabulka ¢. 24 Srovnani sekvenace vzork( 7C a 13A s vyznacenymi. (Thompson et al., 1994)
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Tabulka c. 25

F - primer (Cytospora cincta) AAACCCAGGGEGAGGACAG
EF447376 (Leucostoma persooni) AACCCCAGGGEGAGGACAG

kkhk*k *khkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkx

R - primer (Cytospora cincta) CATAAGITGGEEEGTTTTACGG
HMO061320 (Leucostoma persooni) CAGAAGI TGGCGEGTITTTACGG

k kkkkhkkhkkhkkhkikkhkkikkkhhkkhkk*k

Tabulka ¢. 25 Srovnani sekvence F - primeru Cytospora cincta se sekvenci EF447376 (NCBI
online, ITS oblast Leucostoma persooni) a R-primeru Cytospora cincta se sekvenci HM061320
(NCBI online, ITS oblast Leucostoma persooni) programem CLUSTAL W (Thompson et. al,
1994). Shoda obou primer( s uvedenymi sekvencemi Leucostoma persooni je vysoka,

nicméné ne 100%.
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Tabulka ¢. 26 uvadi celkovou pfitomnost patogenu Cytospora cincta (eventuelné

L. persooni — viz kap. 6. Diskuze) ve vSech odebranych vzorcich. Symbol + znadi pfitomnost,

symbol - nepfitomnost, symbol / znamena, Ze vzorek nebyl odebrdan a v daném sbéru

tak chybi identita. Modre jsou oznaceny sekvenované vzorky.

Tabulka ¢. 26

Datum

odbéru

31.5. 2010
7.6.2010
3.11. 2010

31.5. 2010
7.6.2010
3.11. 2010

Patogen

C. cincta

C. cincta

Klon stromu a pfitomnost patogenu

M.72A
1A- 2A- |3A- 4A- 5A-
1B- 2B- |4B+ 5B+ 5B+
8C+ 9C+ |5C+ 4C- 3C+
M.44
10A- 11A+ 12A- /
10B+ 11B+ 12B+ 13B+
6C+ 7C+ / /

VP.126
6A- T7A- 8A- O9A-
8B+ 9B+ 7B+ 6B+
2C+ 1Cc- / /

K.2
13A+  14A+ 15A+
3B+ / /
10C + / /

/

/
11C+

Tabulka ¢. 26 Vyhodnoceni pfitomnosti patogenu Cytospora cincta v odebranych vzorcich.

59



5.4.5. Verticillium dahliae

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Verticillium dahliae ohranicena
navrzenymi primery meéla byt 289bp. Po provedeni PCR reakce a elektroforézy byl
identifikovan produkt o délce kolem 250bp odpovidajici teoretickému predpokladu (Obrazek
¢. 23). Po amplifikaci vSsech 39 zkoumanych vzorkl byla pro potvrzeni specifity produktu
provedena kontrolni sekvenace vzork(. PCR produkt byl precistén smési exonukledzy 1
a alkalické fosfatazy (4.5. PreciSténi PCR produktu pred sekvenaci) a sekvenovan za pouziti
F-primeru pro identifikaci Verticillium dahliae (5 - CTT CTG AGT GTT CTT AGC GAA CC - 3')
pomoci sekvenéniho mixu BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems, USA). Bohuzel
vysledné sekvenace nebylo mozné vyhodnotit, pravdépodobné z dlivodu pritomnosti vice
PCR produkt(. Cetnost pfitomnosti V. dahlige zjisténda na zakladé agardézové elektroforézy je
nicméné velmi nizka. V tabulce pfitomnosti V. dahliae (Tabulka ¢. 27) jsou vyhodnoceny jen
vzorky, u nichzZ je jistota, Ze neobsahuji DNA V. dahliae. U vzork(, kde nemame 100% jistotu

nepritomnosti, je uveden symbol otazniku (?).

M1 10B 11B 12B

Obradzek ¢. 23 Analyza pfitomnosti Verticillium dahliae na 1.5% agarézovém gelu za pouZiti
délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podezrely vzorek na pritomnost

patogenu je 12B.
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Tabulka 27 uvadi celkovou pfitomnost patogenu Verticillium dahliae ve vsech
odebranych vzorcich. Symbol — znaci nepfitomnost patogenu, symbol / znamenad, Ze vzorek
nebyl odebrdn a v daném sbéru tak chybi identita. Symbol ? znamend, Ze nemlieme

rozhodnout o nepfitomnosti V. dahliae ve vzorku. Modre jsou oznaceny sekvenované vzorky.

Tabulka c. 27

Datum Patogen Klon stromu a pfitomnost patogenu
odbéru
M.72A VP.126
31.5.2010 1A- 2A- |3A- 4A- 5A- 6A- 7A- B8A- 9A-

7.6.2010 V. dahliae | 1B- 2B-? |4B- 5B- 5B- 8B- 9B- 7B- 6B-

3.11. 2010 8C- 9C- |[5C- 4C- 3c? 2c7? 1Cc- / /

M.44 K.2
31.5.2010 10A- 11A- 12A- / 13A- 14A- 15A7? /
7.6.2010 V. dahliae| 10B- 11B- 12B? 13B? | 3B- / / /
3.11. 2010 6C? 7C- / / 10C- / / 11C?

Tabulka ¢. 27. VVyhodnoceni pfitomnosti patogenu V. dahliae ve viech odebranych vzorcich.

5.4.6. Eutypa lata

Teoretickd délka amplifikované ITS oblasti patogenu Eutypa lata ohrani¢ena
navrzenymi primery meéla byt 462bp. Po provedeni PCR reakce a elektroforézy bylo
identifikovdno nékolik produkti o délce kolem 400 - 500bp odpovidajici teoretickému
predpokladu (Obrazeke. 24). Po amplifikaci vSech 39 zkoumanych vzork( byla pro potvrzeni
specifity produktu provedena kontrolni sekvenace vzorku 6B (Tabulka ¢. 28). PCR produkt byl
precistén smési exonukledzy 1 a alkalické fosfatazy (4.5. Precisténi PCR produktu
pred sekvenaci) a sekvenovan za pouziti F - primeru pro identifikaci Eutypa lata (5 - CCT AAC

TCC AAA CCC ATG TGA - 3°) pomoci sekvencniho mixu BigDye Terminator v3.1
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(AppliedBiosystems, USA). Po provedeni byla ziskand sekvence porovnana programem
Sequence Scanner (Applied Biosystems, USA)a vyhodnocena programem BLAST (Altshul et
al., 1990). Nebyla nalezena Zadna shoda s referencni sekvenci Eutypa lata (EF447362, NCBI
online) ani s Zadnym jinym organismem. Sekvenace byla opakovana s dalSimi vzorky (napfr.
7B — tabulka ¢. 29 a 10B — tabulka ¢. 30), ale se stejnym vysledkem. V tabulce ¢. 31 je

vyhodnocena celkova pritomnost patogenu Eutypa lata ve vzorcich.

M 11A 12A 13A 14A 15A 3B 4B

Obradzek ¢. 24 Analyza pritomnosti Eutypa lata na 1.5% agardzovém gelu za pouZiti
délkového markeru GeneRuller 100 bp (Fermentas, Litva). Podezielé vzorky na pritomnost

patogenu jsou 11A, 3B a 4B.

Tabulka c. 28

Vzorek 10B ACCGACTATGGGT TACAGAT GGTGATGGTAGGCAACAACAG
CGATGGCAGACGGECGACGACAGT CGGTGTCAGCTACAAGAG
ACCACCATGECGATTGAAGCTGTTCCACTATTTAT

Tabulka ¢. 28 Sekvenci vzorku 10B vyhodnotil BLAST jako nezndmou. (Altshul et al., 1990)
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Tabulka c. 29

Vzorek 7B CTTTTGCCTCTCTCTCAAGITTGITTGTGGATGATGATTTT

GGTGTGEECTGIGGATT

Tabulka ¢. 29 Sekvenci vzorku 7B vyhodnotil BLAST jako neznamou. (Altshul et al., 1990)

Tabulka ¢. 30

Vzorek 6B TTTGAAAAACT GTAT GCCGT GAGECCACCACT CACGGAT

CTTTACATCCGIGTCGTGTCTGTGAATGGTAG

Tabulka ¢. 30 Sekvenci vzorku 6B vyhodnotil BLAST jako nezndmou (Altshul et al., 1990)

Tabulka ¢. 31 uvadi celkovou pritomnost patogenu Eutypa lata ve vSech
odebranych vzorcich. Symbol znaci — nepfitomnost, symbol / znamend, Ze vzorek nebyl

odebran a v daném sbéru tak chybi identita. Modre jsou oznaceny sekvenované vzorky.

Tabulka ¢. 31

Datum Patogen Klon stromu a pfitomnost patogenu

odbéru

M.72A VP.126
31.5. 2010 1A- 2A- |3A- 4A- 5A- 6A- 7A- B8A- O9A-
7.6.2010 E. lata 1B- 2B- [4B- 5B- 5B- 8B- 9B- 7B- 6B-
3.11. 2010 8C- 9C- |5C- 4C- 3C- 2C- 1¢- / /
M.44 K.2

31.5. 2010 10A- 11A- 12A- / 13A- 14A- 15A- /
7.6.2010 E. lata 10B- 11B- 12B- 13B- 3B - / / /
3.11. 2010 6C- 7C- / / 10C - / / 11C-

Tabulka ¢. 31 Vyhodnoceni pfitomnosti patogenu Eutypa lata ve vsech odebranych vzorcich.
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6. Diskuze

Merunka obecnd je choulostiva knapadeni mnoha chorobami srdznym
fylogenetickym zarazenim. Mezi jedny z nejvyznamnéjSich patfi moniliniovy Uzeh a hniloba
zpUsobené houbou Monilinia laxa, nemoc ESFY zplsobena fytoplazmou Candidatus
phytoplasma prunorum, mrtvice merunék (bakterie Pseudomonas syringae, pv. syringae,
houba Cytospora cincta), verticiliové vadnuti (houba Verticillium dahliae) nebo eutypidza
(houba Eutypa lata). Spravnou a véasnou diagnostikou lze predchazet ekonomickym ztratam
zpUsobenych atakem zminénych patogenu. V diplomové praci jsme se zabyvali vyvojem
diagnostickych metod, které by tyto naroky splnovaly.

Odbér vzorkl probihal ve tfech terminech. Vybrali jsme termin na zacdatku
vegetacniho obdobi 31. kvétna 2010, na vrcholu 7. ¢ervence 2010 a v zavéru 3. listopadu
2010 a srovnavali jsme vyskyt patogenu v rliznych vegetacnich obdobich.Odbér byl provadén
z bezpriznakovych i napadenych klonl stromui. Ze vzork( byla izolovana DNA a navrzenymi
primery byla provedena PCR. Nezanedbatelnou komplikaci byla skute¢nost, Zze jsme neméli
k dispozici Cisté kultury hledanych patogen( pouzitelné jako pozitivni kontrola pfi zavadéni
metod PCR pro jejich detekci. Z tohoto dlvodu byly vzorky podezielé na pritomnost
patogenu sekvenovany a sekvence porovnany s referencnimi sekvencemi v databazi NCBI
(NCBI online). Z vysledk( byla zkoumana pfitomnost patogen( v jednotlivych napadenych
i bezpfiznakovych vétvich a stromech, vyvoj zdravotniho stavu klonG stromu nebo korelace

vyskytu patogen.

Candidatus phytoplasma prunorum

Nejvyssi Cetnost vyskytu C.P. prunorum jsme zaznamenali ve druhém sbéru. Mensi
cetnost u prvniho sbéru si vysvétlujeme tim, Ze se patogen jesté nestacil plné rozvinout.
MenSsi Cetnost ve tretim sbéru lze poté vysvétlit jednak nehomogennim odbérem vzorku
z vétvi. A jednak moznou kompetici patogent mezi sebou.

V literature je popsana kompetice Cytospora cincta a Pseudomonas syringae,
pv. syringae. Cytospora cincta acidifikuje prostredi az do pH kolem 3,8 (Endert — Kirkpatrick,
etal.,, 1987) azatimco C. cincta byla podle studie izolovdna ve sbérech béhem celého

vegetacniho obdobi, ¢etnost P. syringae, pv. syringae s postupem casu klesala. MulzZe za to
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pravé vysoka kyselost prostfedi zpUsobend C. cincta, kterd je pro P. syringae, pv. syringae
latentni. JelikoZz Cetnost Cytospora cincta zejména v druhém a tretim odbéru byla vysok3,
existuje zde podezieni, Ze vysokd acidita prostfedi mlze mit letdlni vliv i na bakterii
Candidatus phytoplasma prunorum, ¢imzZ by se pravé vysvétlovala jeji snizend pritomnost
ve tretim sbéru.

Samotna identifikace pritomnosti C.P. prunorum je ale pomérné jasna. V agardzovych
gelech se nachazely teoreticky predpokladané amplifikdty a sekvenaci se potvrdila

pritomnost patogenu. Vyvoj metody detekce C.P. prunorum byl tedy Uspésny.

Monilinia laxa

Teoretickd velikost amplifikdtu Monilina laxa byla 151bp. V agarézovych gelech
se ale ¢asto vyskytovaly pruhy s velikosti okolo 300bp. Podrobnym zkoumanim sekvence
vzorku 13A (u kterého byl pozorovan amplikon zhruba v 300kb) vyslo najevo, Ze se sekvence
ohrani¢ena primery vyskytuje vgenomu M. laxa v repetici, pravdépodobné 2x. Dulkaz
pro toto tvrzeni poskytuje tabulka ¢. 32. Sekvence vzorku 13A mezi 59bp - 102bp je shodna
se sekvenci 167bp - 210bp. Teoreticky transkript ohrani¢eny primery mél 151bp, pfi repetici
302bp. M. laxa byla tedy z agarézového gelu odecitana jak v 151bp, tak pfi 302bp. Kontrolni

sekvenace potvrdily specifitu detekce.

Tabulka c. 32

Vzorek 13A

59bp TGAGAAGGT TAAGGGTITTGCTACTTGCACTCCTTTTATTGITC 102bp
167bp TGAGAAGGT TAAGGGTTTGCTACTTGCACTCCTTTTATTGITC 210bp

EEGE R R I I I S S I e S e S S S S i S S i S S i i i S i i S e i S O S RO

Tabulka ¢. 32 Shoda sekvence vzorku 13A mezi 59bp - 102bp a 167bp - 210bp.

Pritomnost Monilinia laxa ve vzorcich je v prvnich odbérech nizka, v dalSich odbérech
se ale Cetnost vyskytu zvysSuje. Kromé klonu stromu K.2, ktery byl v dobé tretiho odbéru

jiz odumrely a nebylo moziné odebrat zelené lyko, nepozorujeme Zadné vymizeni patogenu
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mezi odbéry. Sohledem na potvrzeni vyskytu patogenu sekvenaci miZieme prohlasit,

Ze se podafilo vypracovat spolehlivou metodu identifikace Monilina laxa ve vzorku.

Pseudomonas syringae, pv. syringae

Pritomnost Pseudomonas syringae, pv. syringae, potvrdila sekvenace nékolika vzorka.
Mnohem vice sekvenovanych vzork( ale predstavovalo sekvence Pseudomonas fluorescens,
ktery je velice béZzny nepatogenni organismus a dokonce ma na rostliny protektivni acinky
(Shalini; Srivastava, 2008). Navrzené primery jsou shodné pro oba organismy (tab. 21).
Rozlisit zminéné organismy pouhou agardzovou elektroforézou je tedy témeér nemozné.
Teoretickd velikost amplifikatu je sice ponékud odlisna (P. syringae, pv. syringae = 290bp,
P. fluorescens = 245bp), ale jasné potvrzeni pomoci sekvenace je velmi problematické.
Nejcastéjsi vysledek sekvenace byly totiz pravdépodobné mixy obou patogent, i kdyz
svyraznou prevahou P. fluorescens. Problém by vyreSily nové navriené vnitini primery

do mist odliSnosti obou sekvenci, napriklad do mist, které uvadi tabulka 20.

Cytospora cincta

Organismus C. cincta byl ze vSech patogen(i nejéastéji sekvenovan. U naprosté
vétsiny vzorkl se potvrdila jasna pritomnost Cytospora cincta. Objevily se ale i sekvence,
které naznacovaly, Ze spolecné s C. cincta se ve vzorku nachazi i jiny patogen, Leucostoma
persooni. Leucostoma persooni je pfibuzny patogen Cytospora cincta, ma podobné hostitele
i patologické projevy (Adams et al., 1990). Je obtizné odliSit oba patogeny v agarézovém
gelu, teoretickd délka PCR amplifikatu je u C cincta 411bp, u L. persooni 409bp. Sekvenaci
PCR produktu Ize patogeny odlisit, ovSem nelze s jistotou ucit, Ze se ve vzorku nenachazi oba
dva. Pro presné rozliseni by bylo feSenim, stejné jako u Pseudomonas syringae, pv. syringae,
navrhnout vnitfni primery do nehomolognich mist patogent uvedenych v tabulce ¢. 24.

ProtozZe se C. cincta nachazela v naprosté vétsiné sekvenaci jako dominantni patogen
nad Leucostoma persooni a také protoZze maji oba organismy podobné patogenni
charakteristiky, byla pfitomnost C. cincta vyhodnocena. Cytospora cincta patfi spolu
s M. laxa a C. P. prunorum mezi tfi nejcetnéjsi patogeny identifikované v ramci diplomové

prace. Stoprocentni pfitomnost byla vyhodnocena u klonu K.2 (odumftely strom) a vysoka
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ustroml VP.126 a M.44 (zdravé i odumrielé vétve). Naopak u bezptiznakového stromu
M.72A byla pfitomnost zjiSténa aZz v poslednim sbéru 3. listopadu 2010. Podle literatury
se C. cincta Sifi mimo vegetacni obdobi. Ve vegetacnim obdobi, kdy ma strom aktivované
hojivé pletivo kalus, se rozsitrovani omezuje. Obnovi se az s dalSim klidovym obdobim stromu
(Biggs et al., 2005). To by vysvétlovalo identifikaci patogenu u klonu M.72A pouze
v poslednim sbéru. Bylo by tedy zajimavé sledovat dalSi vyvoj zdravotniho stavu
bezpriznakového stromu M.72A.

Fakt, Ze se patogen C. cincta nachazel u odumrelého (K.2 — odumfeni 100%)
nebo prokazatelné napadenych stromi (M.44 — odumfteni koruny 50%, VP.126 - odumfeni
koruny 40%) ve velké ¢etnosti, naproti tomu u pozitivni kontroly M.72A jen u tfetiho odbéru
vede kzavérlm, Ze Cytospora cincta je patogen zodpovédny za nejvétsi sSkody

na testovanych stromech.

Verticilium dahliae

Pfitomnost Verticilium dahliae v testovanych vzorcich byla mald. Bohuzel nemizeme
s jistotou fici, Ze je nulova, protoZe z provedenych sekvenaci nebylo mozné odecist sekvenci
nukleotidl. Nejistota pfitomnosti se ovsem tyka pouze 8 vzork( z celkovych 39 odebranych,

u ostatnich 31 vzork(i mame jistotu nepfitomnosti V. dahliae.

Eutypa lata

Teoretickd délka amplifikatu vymezena primery pro detekci Eutypa lata byla 462bp.
V agardozovém gelu se amplifikaty podobné velikosti nachazely, ovsem jejich sekvenace
pfitomnost Eutypa lata nepotvrdila. Sekvence dokonce nemély shodu ani szadnym

organismem v databazi NCBI. Pfitomnost patogenu je tedy vyloucena.

Shrnuti diskuze

Vysledky ukazaly zejména to, Ze identifikace patogenu zaloZzend pouze
na patologickych projevech je tedy nedostatecna. Patogeny byly nalezeny jak v napadenych,

tak ivzdanlivé zdravych stromech nebo ¢astech strom(. Pro potvrzeni Uspésnosti
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navrzenych diagnostickych metod by bylo na misté sledovani vyvoje patologickych projevd,

které drive nebyly rozpoznatelné. Zejména pak u bezpfiznakového stromu M.72A.
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7. Souhrn

Patogeny napadajici meruriky jsou pomérné pocetné a fylogeneticky riznorodé, jimi
zpUsobené nemoci maji viak ¢asto podobné symptomy. Pro naordinovani spravné lécby
napadenych strom( je nutné rozlisit, ktery patogen nemoc zpUsobil. Cilem diplomové prace
byl vyvoj diagnostickych metod nejcastéjsich patogenl Prunus armeniaca.

Cil diplomové prace byl splnén u patogenl Candidatus Phytoplasma prunorum
a Monilinia laxa, kdy byla bez vyhrad prokazana jasna pritomnost ve vzorcich. Metoda
detekce Cytospora cincta byla s urcitymi pfipominkami vyhodnocena rovnéz jako uspésna.
Zaroven se ukazuje, Ze patogen C. cincta pravdépodobné zodpovidd za vétSinu Skod
na stromech a ma potencidl ovliviiovat pfitomnost ostatnich patogend.

Vyskyt Pseudomonas syringae, pv. syringae sekvenace potvrdily, oviem pouze
v pfitomnosti a nadbytku protektivniho organismu rostlin Pseudomonas fluorescens.
Z tohoto pohledu je pozadavek specifity detekce nesplnény.

Patogeny Verticillium dahiae a Eutypa lata nebyly ve vzorcich detekované sekvenaci.
Bez pozitivni kontroly v podobé Cistych kultur patogenu Ize jen prohlasit, Ze se V. dahiae

a E. lata ve stromech nevyskytuji nebo je ¢etnost vyskytu velmi nizka.
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8. Summary

Pathogens infecting apricots are relatively large and phylogenetically diverse,
but they cause diseases with similar symptoms. For choosing a good treatment for infected
trees is necessary to distinguish which pathogen cause the disease. The goal of the Thesis
was to develop a diagnostic method for the most common pathogens of Prunus armeniaca.

The goal of the Thesis was fulfilled for pathogens Candidatus phytoplasma prunorum
and Monilinia laxa, where we demonstrated a presence of pathogens without problems.
Cytospora cincta detection method was evaluated with some comments as successful
as well. It also shows, that the pathogen C. cincta is probably responsible for a majority of
damage to tested trees and has the potential to affect the presence of an others pathogens.

An occurrence of Pseudomonas syringae, pv. syringae was confirmed by sequencing,
but only with the presence and abundance of the protective plant organism Pseudomonas
fluorescens. From this point of view, the specifity requirement of detection failed.

Pathogens Verticillium dahiae and Eutypa lata were not detected in the sequenced
samples. Without the positive control in the form of pure cultures of pathogens we can only
say, that V. dahliae and E. lata are not present in the tested trees or they are present

in a low manifold.
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9. Seznam zKkratek
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