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SOUHRN

Fytoplazmy jsou bakteridlnimi patogeny rostlin. Mohou zptisobit znicujici ztraty
vynosu u ruznych plodin. Pro rychlé odhaleni fytoplazmovych nakaz je potieba
nalézt spolehlivou detekéni techniku. Nejsnazsi a nejlevnéjsi technikou je pravé PCR
(polymerase chain reaction — polymerazova ftetézova reakce), kterd slouzi
k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA. Cilem této prace bylo
nalezeni optimalnich primert k amplifikaci vybranych fragmentt fytoplazmového
genomu V jednokrokové PCR a vyuziti této techniky k detekci fytoplazem. Pro tuto
studii bylo pouzito 37 vzorku fytoplazem ze sbirky od prof. Bertaccini. Pomoci
optimalizovanych primerti bylo testovano 16 ptirodnich vzorkld. Fytoplazmu se
podaftilo detekovat v kofenu jahodniku. Vyzkum byl umoZznén diky podpote z grantu
Grantové agentury CR, &islo GP 522/09/P545.

Klicova slova: fytoplazma; polymerazovd fetézova reakce; primer; optimalni
podminky; citlivost detekce; specificita detekce



SUMMARY

Phytoplasmas are bacterial pathogens of plants. They can cause devastating
losses of yield of diverse crops. It is necessary to find reliable detection technique for
detection of phytoplasmas disease. The easiest and the cheapest technique is just
PCR (polymerase chain reaction) which is used to selective amplification of selected
parts of the molecule DNA. The aim of this bachelor thesis is to find of optimal
primers to amplification of selected fragments of phytoplasmas genome in one-step
PCR and use this technique in detection of phytoplasmas. A collection of
phytoplasmas from professor Bertaccini with 37 samples was used for this study. It
was tested 16 natural samples by optimized primers. Phytoplasma was detected in
strawberry root. Research was supported by the Czech Science Foundation, Grant
No. GP 522/09/P545.

Keywords: phytoplasma; polymerase chain reaction; primer; optimal conditions;
detection sensitivity; detection specificity
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1. UVOD

Fytoplazmy jsou polymorfni bakterie (Ktuidela et al., 2002) bez pevné bunééné
stény, které byly dfive oznaCovany jako organismy podobné mykoplazmam
(mycoplasma-like organisms — MLOs). Byly objeveny ve floému rostlin se
zloutenkou v roce 1967 (Christensen et al., 2005). Doi et al.(1967) pozorovali
pomoci elektronového mikroskopu v lyku aster ovalné bunky podobné Zivo¢iSnym
mykoplazmam. Prislusi do tfidy Mollicutes, kterd zahrnuje malé pleomorfni bakterie
S jednoduchymi (trojvrstevnymi) membranami, které se liSi od grampozitivnich
predktt (s nejvétsi pravdépodobnosti Clostridium nebo Lactobacillus spp.)
prostiednictvim genomu a redukcemi ¢i ztratou bunééné stény. Ttida Mollicutes dale
zahrnuje mykoplazmy, ureaplazmy, spiroplazmy a acholeplazmy. Fytoplazmy tvofi
monofyletickou skupinu, ktera vznikla z vétve Acholeplasma, a ktera je evolu¢né

vzdélena od ostatnich vétvi (Hogenhout et al., 2008).

Fytoplazmy jsou bakterialnimi patogeny rostlin (~ 500 nm v priméru), které
mohou po celém svété zpusobit zniCujici ztraty vynosu u riznych plodin (Hogenhout
et al., 2008). Nova ohniska nakazy, pfipisovdna témto bakteriim, se objevuji Cas
od C¢asu v ruznych geografickych regionech (Garcia-Chapa et al., 2004). Znalost
jejich biologie je omezena. Jejich specifické zivotni naroky neumoziuji kultivaci
in vitro (Christensen et al., 2005). Nemohou byt rozliSeny a klasifikovany pomoci
klasickych biofyzikalnich a biochemickych fenotypovych kritérii, ktera jsou bézné
pouzivana pro kultivovatelné mikroorganismy. Pro vyzkum a klasifika¢ni tcely jsou
k dispozici referenéni sbirky fytoplazmovych kmeni udrZzované v barvinku

(Bertaccini a Duduk, 2009).

2. LITERARNI PREHLED

2.1 PRIZNAKY
Fytoplazmy jsou spojeny s chorobami nékolika stovek druhti rostlin, v¢etné
mnoha dulezitych potravin, zeleniny a ovocnych plodin, okrasnych rostlin, dfevin

a stinnych dfevin. Seznam nemoci zplsobenych fytoplazmami nadale roste

(Bertaccini a Duduk, 2009).



Béznym priznakem zpisobenym fytoplazmami je preména kvétd v listy.
Dtkazy nasvédCuji tomu, ze fytoplazma stolburu rajcat degeneruje gen zapojeny
do tvorby kvétu. Jednim z nejcastéjSich ptiznakd je zloutnuti listd, spojené se
zménou Vv syntéze a dopravé sacharidi. Fotosyntéza, hlavné fotosystém II, chlorofyl
a karotenoidy spolu s jejich syntézou jsou v mnoha napadenych rostlinach potlaceny.
Nedavno byla prokazéna i indukovand exprese genll syntdzy sachardzy
a alkoholdehydrogenazy I v infikovanych rostlinach vinné révy (Bertaccini a Duduk,
2009). Syntaza sacharozy se podili na metabolismu sachardézy ve floému, vcetné
jejiho zpétného rozkladu na monosacharidy glukézu a fruktézu. Tento gen je
pravdépodobné¢  ovlivnén  fytoplazmovou infekci nepfimym  zpiisobem:
monosacharidy jsou hlavnim zdrojem energie pro fytoplazmy, které postradaji
enzymy pro rozklad sacharézy, a proto pravdépodobné vyuzivaji syntazy
hostitelskych rostlin. Alkoholdehydrogendza I, zapojend do alkoholového kvaseni
zapfi¢ini prepnuti metabolismu na fermentaci. (Hren et al., 2009). Fytoplazmy se
mohou na napadenych rostlinach projevit téz rozvojem zelenych kvéth kvili ztraté
pigmentu v bunikach okvétnich listkti. Mnoho rostlin napadenych fytoplazmou ziskaji
kfovinny nebo Carovénikovy vzhled diky zméndm v rstovych zékonitostech. Jedna
se predevs§im o ztratu apikalni dominance, coz zplisobuje proliferaci prytti a snizeni
délky internodii. Fytoplazmy mohou zplsobovat mnoho dalSich nespecifickych
priznakti vyplyvajicich ze stresovych situaci, kterym jsou hostitelské rostliny
vystaveny (Bertaccini a Duduk, 2009). Vyjimkou neni ani latentni infekce (Kazda,
2007). Je nutné zdaraznit, Ze podobné ptiznaky mohou vyvolat i jiné patogeny
a Skudci (viry, roztoCi, bakterie, had’atka), nebo mohou byt zpiisobené i nespravnou

aplikaci nékterych herbicidt (Navratil, 2009).

V nékterych piipadech jsou rostliny infikované fytoplazmou vyuZzivany pro
komeréni ucely. Typickym piikladem je tzv. vano¢ni hvézda (Euphorbia
pulcherrima). Pokud je infikovana fytoplazmou ma vice kvétl, které jsou mensi,
takze muze byt snadno péstovana v kvétinacich (Bertaccini a Duduk, 2009). Navic

vypada Iépe nez ta sama rostlina s jednim kvétem.
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2.2 NEKTERE TYPICKE CHOROBY ZPUSOBENE FYTOPLAZMAMI

Proliferace jabloné (Apple proliferation phytoplasma ~ AP)

Choroba je zplsobena fytoplazmou ,, Candidatus Phytoplasma mali “, jejimz
hlavnim hostitelem je pravé jablon domaci (Malus domestica). Piiznaky jsou velice
variabilni, casto pouze latentni. Typickym ptfiznakem jsou zvétSené palisty
a metlovitost. Infikované stromy casto opakované kvetou a méné rostou (Navratil,
2010), dochazi i k silné redukci velikosti, hmotnosti (az o 63-74 %) a kvality plodi
(Kidela et al., 2002).

Chradnuti hru$né (Pear decline phytoplasma ~ PD)

Hlavnim hostitelem je hrusen obecna (Pyrus communis). Choroba je
zpusobena fytoplazmou ,,Candidatus Phytoplasma pyri“. Jeji prubéh je velice
variabilni, od rychlého odumieni (uschnuti) ¢asti nebo celého stromu az po mirné
piiznaky kadefavéni nebo predCasného Cervenani listli. Rychlé odumfeni je spojeno
s poskozenim lyka, listy a plody zastavi rist a rychle vadnou. Mirny prtbéh choroby
je spojen s ptiznaky malolistosti. Listy jsou svétleji zelené, mize dochazet
ke svinovani jejich okrajii smérem nahoru, pfedéasné Cervenaji a opadavaji (Navratil,
2010).

Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (European stone fruit vellows
phytoplasma ~ ESFY)

Obecné jsou hostitelskymi rostlinami rostliny rodu Prunus, hlavné meruiika
a broskvon. V soudasnosti se v CR bé&Zné vyskytuje na merunkach, méné pak
na broskvonich. Ojedin€le byly nalezeny infikované stromy Svestky domaci, tfesni
a visni (Navratil, 2009). Choroba je zpusobena fytoplazmou ,,Candidatus
Phytoplasma prunorum®. Typickym pfiznakem je chloroticka svinutka listl
vyskytujici se na jednotlivych infikovanych vétvich a rychle se §iti po celé rostling
(Navratil, 2009). Plody jsou zpravidla mensi, pfed¢asné dozravaji a opadavaji nebo

zasychaji na strom¢ (Kudela et al., 2002).

Stolbur fytoplazma

Vyznamnymi hostitelskymi rostlinami jsou brambor (Solanum tuberosum), rajée
(Lycopersicon esculentum), paprika (Capsicum annuum), réva vinna (Vitis vinifera),
rostliny z ¢eledi Solanaceae a dalsi. V CR je zafazen do seznamu karanténnich

organismi pivodce stolburu, Potato stolbur Phytoplasma. Choroba se projevuje
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pfi kliceni hliz nitkovitymi klicky, pozd¢ji vétvenim stonku, Zloutnutim

a svinovanim listd (Navratil, 2008).

2.3 HOSTITELE A PRENASECI

Fytoplazmy jsou obligatnimi parazity rostlin a hmyzu. U rostlin setrvavaji
obvykle ve floémovém pletivu. Sifi se celou rostlinou pres péry sitkovic. (Hogenhout
et al., 2008). Mezi jednotlivymi rostlinami se bézné §ifi vegetativné, a to pomoci
roubll, o¢ek a hliz. Mohou se také §itit pomoci parazitické rostliny, napt. kokotice
(Cuscuta spp.) (Navratil a Fialova, 2008). Ve vétsSiné piipadi potiebuji k SiFeni
Vv ptirodé¢ oba hostitele. Do hmyzich vektorti se dostavaji pres stylety, odkud se
dostavaji pies stieva do hemolymfy. Nésledné osidluji slinné zldzy. Tento proces
muze trvat aZ nékolik tydnd. Pfenos hmyzem je umoZnén membranovymi
bilkovinami fytoplazem (Bertaccini a Duduk, 2009). Hmyz, sajici $tavy floému
a prenasejici fytoplazmy, patfi do fadu Hemiptera, ktery zahrnuje Celed’ kiisovitych
(Cicadellidae), svitilek (Fulgoromorpha) a merovitych (Psyllidae) (Hogenhout et al.,
2008). Mechanicky jsou fytoplazmy prakticky nepienosné. (Christensen et al., 2005).

Fytoplazmy mohou piezimovat v hmyzu nebo v trvalkach.

2.4 GENOM

VétSina fytoplazmovych bunc¢k obsahuje maly genom z jedné kruhové
dsDNA (double-stranded DNA; dvoufetézcova deoxyribonukleovad kyselina)
s nizkym obsahem C + G (Wang et al., 2010). Bylo ale zjisténo, ze fytoplazma
proliferace jablon¢ ,,Candidatus Phytoplasma mali“ (Kube et al., 2008), fytoplazma
chiadnuti hrusné ,,Candidatus Phytoplasma pyri*“ a fytoplazma evropské Zloutenky
peckovin ,,Candidatus Phytoplasma prunorum® maji linearni chromozom. Jeho
velikost se pohybuje v rozmezi od 530 kb do 1350 kb a kdduje mezi 671 a 1350
gentl. Fytoplazmy ale postradaji mnoho genti nezbytnych pro bunéény metabolismus,
nebot’ se spoléhaji na pfijem Zzivin z obou svych hostitelli. Jsou to hlavné ty,
pro ,,de novo* syntézu aminokyselin, mastnych kyselin nebo nukleotidi (Hull, 2009).
Fascinujici je, Ze fytoplazmam chybi protein podobny tubulinu, ktery je nezbytny
pro bunécné déleni (Christensen et al., 2005). Fytoplazmy obsahuji velké mnoZstvi
transpozonu a inzertnich sekvenci, které jsou zodpovédné za variabilitu genomu,
kterd je dalezita pro preziti fytoplazem v riizném prostiedi rostlin a hmyzu. Tyto
sekvence byly oznaCeny jako variabilni struktury (SVM — sequence-variable

mosaics) a potencialni mobilni jednotky (PMU — potential mobile units). Také
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obsahuji unikatni opakujici se rodinny palindrom (REP — repetitive extragenic
palindromes) snazvem PhREPS. Jeho funkce je neznama, ale muze hrat roli
v ukoncovani transkripce nebo stabilit¢ genomu. Fytoplazmy obsahuji
mimochromozomalni DNA — plazmidy. Tyto kratké kruhové DNA (1,7 az 7,4 kb)
byly zjistény u vSech ¢lent skupin zloutenky aster (16Srl) a stolburu (16SrXIlI)
a nekterych ¢lend X skupiny fytoplazmového onemocnéni (16SrlIll) a proliferace
jetele 16SrVI). Nékteré malé plazmidy mohou byt virového ptivodu, z nichZ nékteré

maji sekvenéni podobnost s geny geminivird rostlin (Bertaccini a Duduk, 2009).

Z fylogenetickych studii vyplyva, Ze spole¢nym piedkem fytoplazem je
Acholeplasma laidlawii, ktera kéduje aminokyselinu tryptofan pomoci UGG. Ostatni
prokaryota (mykoplasma a spiroplasma) koéduji tryptofan pomoci UGA, piicemz
fytoplazmy pouZzivaji UGA jako stop kodon (Bertaccini a Duduk, 2009).

Do soucasné doby byly kompletné sekvenovany ctyfi fytoplazmoveé genomy.
Jedna se o kmeny Onion Yellows M a Aster yellows witches‘-broom patfici
do ribozomalni podskupiny 16SrI-B a I-A, dale pak kmeny ,,Candidatus
Phytoplasma austariense (podskupina tuf-Australia; rp-A) a ,,Candidatus
Phytoplasma mali“. Kurcitym potizim v sekvenovani vedla kontaminace
hostitelskou DNA, spole¢né s faktem, ze fytoplazmova DNA je bohatd na A+T
Vv Castych repeticich (Weintraub a Jones, 2010).

2.5 METODY DETEKCE FYTOPLAZMOVYCH ONEMOCNENI

Mnozstvi fytoplazem v nadzemnich castech rostlin kolisd v zavislosti
na ro¢nim obdobi a pribéhu klimatickych podminek v jednotlivych letech, coz
samoziejm¢& ovliviluje moZnosti jejich detekce. Obecné lze fici, Ze nejvyssi
koncentrace fytoplazem v pletivech nadzemnich casti rostlin je v druhé poloviné
vegetatniho obdobi, v kotfenech jsou fytoplazmy detekovatelné celorocné.
V nadzemnich c¢astech rostlin, pfedev§im u dfevin, jsou fytoplazmy distribuovany
podminek jejich uspésné detekce. Pro potvrzeni pfitomnosti fytoplazem v rostling lze
vyuzit mikroskopické techniky (elektronova a fluorescencni mikroskopie) nebo
biologické testy (roubovani indikatorovych rostlin), pro urceni druhu fytoplazmy je
viak nezbytné vyuziti molekuldrné-biologickych metod (Cervena a Nedekalova,
2007).
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2.5.1 VIZUALNI HODNOCENI
Nejstarsi detekéni metodou je vizudlni hodnoceni ptiznakii onemocnéni.
K rozpoznani fytoplazmé6z jsou nezbytné praktické zkusenosti a podezieni je nutné

potvrdit alespon dvéma rtiznymi laboratornimi testy (Navratil, 2009).

2.5.2  MIKROSKOPICKA HODNOCEN{
Pro detekci fytoplazem ma znaény vyznam elektronova a fluorescenéni

mikroskopie ultratenkych fezl rostlinnych pletiv (Kidela, 2002).

Fluorescenéni mikroskopie

Podstatou fluorescencni mikroskopie je buzeni viditelného zatfeni v objektech,
které obsahuji tzv. fluorochromy (fluorescenéni barviva). Ty jsou schopny po ozareni
svétlem urcité vinové délky svitit v jiné barveé spektra (svétlem delsi vinoveé délky)
(Alberts et al. 1998). Tenké fezy (10-15 pum) fixovanych vzorkt se barvi DNA
fluorochromem DAPI (4'-6-diamino-2-fenylindol). Je-1i fytoplazma ptitomna, jevi se
jako vyrazné bilo-modfe fluoreskujici body a shluky v sitkovicich (obr. 1) (Navratil
a Fialova, 2008).

Obrazek 1: fluorescencni signal fytoplazem obarvenych pomoci fluorochromu DAPI v sitkovicich
aksamitniku (Tagetes erecta); métitko 10 um. Foto Pavla Valova (Navratil a Fialova, 2008)

Jelikoz se DAPI vaze na jakoukoliv DNA, klade metoda vysoké naroky
na zkuSenosti diagnostika. Ten musi odli§it DNA fytoplazem v sitkovicich od DNA
rostlinnych organel nebo jinych bakterii. Touto metodou Ize fytoplazmy v sitkovicich

detekovat, ale ne identifikovat (Navratil a Fialova, 2008).
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Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie umoziuje studium mikrostruktury zkoumanych
objektd ve vakuu pomoci svazku elektrontt (Bily, 2007). RozliSovaci schopnost je
100 krat vétsi nez u svételného mikroskopu a je mozné zvétSit obraz vice nez
200 000 krat, ponévadz elektrony maji velmi kratkou vilnovou délku (~ 5 pm).
Existuji dva zdkladni typy elektronové mikroskopie: transmisni elektronova

mikroskopie a skanovaci (rastrovaci) elektronova mikroskopie (Seeley et al., 1991).

Skanovaci elektronova mikroskopie (SEM) se pouziva k prohlizeni povrchovych
detaill bun¢k a dalSich struktur. Vzorek se pokryje tenouckou vrstvou tézkého kovu
(zlato, platina). Mnozstvi elektronti rozptylenych nebo odrazenych ze vzorku se méfi
detektorem a je vyuzivano pro regulaci intenzity naslednych bodd obrazu,
promitaného na obrazovku. Mikroskop vytvaii pozoruhodné trojrozmérné obrazy
objektd s velkou hloubkou ostrosti a s rozlisenim mezi 3 a 20 nm. (Alberts et al.,
1998). Pro detekci fytoplazem je tato metoda neprakticka, protoZze nelze odlisit

fytoplazmy od bunécnych organel ¢i jinych organismu.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) se pouziva k prohliZzeni tenkych feza
tkani (Alberts et al. 1998). Elektrony pronikaji pozorovanym preparatem
a interakcemi s nim jsou odchylovany od puvodniho sméru, jimz se hlavni svazek
pohyboval. Obraz je tvofen dopadem pievazné neodchylenych elektront

na zobrazovaci systém (Bily, 2007).

Ptestoze pomoci TEM lze rozlisit i jedinou fytoplazmu, jejich nerovnomeérna
distribuce a nizkd koncentrace snizuje uspesnost jejich nalezeni. Mimoto nelze
na zdkladé morfologie ¢astic urcit, o jaky druh fytoplazmy jde. OvSem velkym
ptinosem TEM je moZznost detekce i1 jinych patogenii v preparatu (Castice vird,
rickettsii, bakterii, apod.). TEM je metoda pracni, cCasov€ ndrocnd a financné

nakladna (Navratil a Fialova, 2008).

Stanoveni diagnézy na zidkladé symptomatologie nebo mikroskopickych
hodnoceni za nevhodnych okolnosti mize vést k chybné diagnéze a nasledné
Kk nespravnému pocinani pfi odstranéni onemocnéni. Proto je nutné diagnozu potvrdit

dal$imi spolehlivéjsimi metodami.
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2.5.3 SEROLOGICKE METODY

Pokud jsou preparaty z rostlinnych patogenti aplikovany do zvitat, jako jsou
kralici a mysi, béhem n¢kolika dni se objevi v krvi zvitat specifické protilatky.
Spole¢ny termin pro latky, které vyvolavaji tvorbu protilatek, je antigen. Po odbéru
krve ze zvifete, ziskdme odstfedénim Cervenych krvinek sérum obsahujici protilatky
(Khan a Dijkstra, 2006). Sérologické metody jsou zalozeny na specifické in vitro
reakci specifickych protilatek s typem antigenu, ktery dal podnét k tvorbé téchto
protilatek v téle imunizovaného zvifete. Prednosti sérologické identifikace je jeji
rychlost, specificnost, citlivost a pfijatelna cenovd dostupnost nezbytného
ptistrojového vybaveni. Specificnost zvySime pouZitim monoklonalni protilatky
(homogenni protildtka proti jediné antigenni determinanté) misto polyklonalniho

antiséra (obsahuje protilatky proti riznym determinantam antigent) (Kidela, 2002).

Sérologické diagnostické techniky pro detekci fytoplazem se =zacaly
objevovat vroce 1980. Zahrnuji imunofluorescenci, imunosorp¢ni elektronovou

mikroskopii a ELISA test (Bertaccini a Duduk, 2009).

Enzvmova imunosorp¢ni analvza (ELISA)

Mezi nejpouzivangjsi sérologické metody v detekci fytoplazem patii zejména

rizné modifikace ELISA testu (Navratil a Fialova, 2008).

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je imunologicky test, v némz
je kazdy po sobé jdouci imunologicky reaktant imobilizovany na stény jamek
v plastovych destickach tak, Ze vznikne komplex protilatka-antigen-enzymaticky
znaCena protilatka (obr. 2). Prvni krok spoc¢iva v inkubaci protilatky v jamkach,
nasleduje inkubace antigenu (obsaZeny v testovaném substratu). Do jamek se déle
pfidd antisérum konjugované s enzymem. Po kazdém kroku ptidavani reagencii
se jamky promyji vyrovnavacim pufrem. Optimalni podminky musi byt stanoveny
empiricky pro kazdy konkrétni systém. ELISA ma vice moZnych variant, ale tento
postup je nejbézngjsi. Prestoze je ELISA méné citlivd neZ metody zalozené
na hybridizaci nukleovych kyselin nebo biologickych testech, je vhodnéjsi pro
béZznou praxi a testovani terénnich vzorkd ve velkém métitku (Khan a Dijkstra,

2006).
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enzymaticky znacena
T protilatka

detekeni
protilatka
Y—> protilatka

‘ imunosorbent

Obrazek 2: ELISA-test

Imunofluorescence

Metoda vyuZivana ve svételné mikroskopii, kdy je antigen na mikroskopickém
preparatu zviditelnén fluorescenéné znafenou protilatkou (napf. fluorescein
isothiokyanat — FITC). Pfi pfimém fluorescenénim barveni (obr. 3) je barvivo
navazano na ptisluSnou homologni protilatku. Pii nepfimém fluorescen¢nim barveni
(obr. 4) se barvivo vaze s jinou protilatkou, kterd se specificky vaze na prvné

aplikovanou protilatku (Kidela, 2002).

< fluorescentni
e N
754 barvivoe

monoklonalni

_—

protilatka

Obrazek 3: pfima imunofluorescence

w7 fluorescenéni
N ——————————

54 barvivo

znacena protilitka

monoklonalni
protilatka

Obrazek 4: neprima imunofluorescence
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2.54 MOLEKULARNI METODY

Jelikoz dosud nebyly fytoplazmy kultivovany in-vitro, opira se jejich diagnostika
hlavné¢ o molekularni techniky. Jsou to naptiklad rtizné modifikace polymerazové
fetézové reakce (PCR), délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd (RFLP),

hybridizace a sekvenovani (Weintraub a Jones, 2010).

Ve sroubovici DNA jsou k sob¢ oba fetézce komplementarné vazany vodikovymi
miustky, konkrétné adenin s thyminem a cytosin s guaninem. Tyto interakce jsou
zakladem vSech molekularnich hybridizaci (Hull, 2009).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zatimco do devadesatych let minulého stoleti byly pro detekci fytoplazem
vyuzivany zejména metody zaloZené na Dot - Blot hybridizaci nukleovych kyselin,
V soucasnosti je hlavnim prostiedkem pro detekci a identifikaci fytoplazem PCR.
Univerzalni i skupinové specifické primery pro detekci fytoplazem byly nejprve
odvozeny od sekvence 16S rRNA genu, pozdéji od sekvenci pro geny ribozomalnich
proteintl, SecY a Tuf gend. Pro urCeni diverzity a presnéjsi identifikaci fytoplazem se
vyuziva genomu mimo oblast 16StDNA a 23SrDNA, napt. amplifikace genti
pro ribozomalni proteiny rpS3, nebo amplifikaci tuf genu, ktery koéduje elongacni

faktor EF-Tu (Navratil a Fialova, 2008).

PCR umoziuje vytvaret kopie vybraného useku DNA. Kazdd nové
nasyntetizovana molekula DNA se stava predlohou pro vznik dalSich, ¢imz se dany

usek exponencialné namnozi — amplifikuje (fddovée desitky az stovky miliard kopii).
Jednotlivé komponenty PCR:

1. Pivodni molekula DNA, ktera ma byt kopirovana (templat).

2. K zahajeni syntézy DNA jsou potiebné dva primery. Jedna se o kratké useky
ssSDNA (single-stranded DNA,; jednotetézcova deoxyribonukleova kyselina),
které ohranicuji oba konce cilové sekvence. Obvykle maji primery 15-20
bazi, delsi primer je vice specificky pro vazbu k pfesné cilové sekvenci.

3. Kvyrobé kopii DNA je potfeba enzym DNA-polymeraza. PCR zahrnuje
nékolik vysokoteplotnich kroki, pro které je nutnd jeji odolnost. Pochazi
proto z bakterii Thermus aquaticus, které ziji v horkych pramenech
pii teplotach 90 °C.
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4. K vytvoreni nové DNA potiebuje polymerdza nukleotidy. Ty jsou dodavany
ve form¢ nukleosid trifosfatia (ANTP‘s) (Clark, 2005).

Cely proces amplifikace Ize rozlozit na 3 teplotn¢ diferencované kroky (obr. 5).
Prvnim krokem je denaturace piivodni ds DNA pfi teploté 92 — 96 °C (Mazura et.al.,
2001). Ackoliv jsou v reakci primery od zacatku, pfi teploté denaturace se na templat
vazat nemohou (Clark, 2005). Takze ve druhém kroku (tzv. annealing) klesne teplota
na 45-65 °C (dle chemického slozeni primer), coz primeru umozni komplementarné
se navazat k pivodnimu vlaknu. Ttetim krokem je prodluzovani dcetfiného fetézce
od ukotvenych primert pfi teploté 72 °C za pouziti ANTPs (Mazura et al., 2001).
Teplota 72 °C je optimalni pro termostabilni Taq polymerazu k prodluzovani fetézce
(Clark, 2005). Pevné Casové limity kazdého ze tii vySe uvedenych krokii ohranicuji
jeden amplifika¢ni cyklus. Mnohonasobnym opakovanim tohoto cyklu dochazi

k amplifikaci studovaného tseku NK (Mazura et al., 2001).

®

denaturace (= 95 °C)

nasednuti primeru (= 50 °C)

replikace (= 70 °C)

Obrazek 5: Schéma PCR. 1) denaturace ds DNA, 2) nasednuti primeri (zeleny), 3) prodluzovani
fetézce — ziskani vysledného produktu (zluty). (Kodicek, 2007)

K hodnoceni PCR se pouZziva elektroforéza. Zakladnim principem elektroforézy
je oddelit molekuly na zakladé jejich velikosti. Elektricky kladné naboje ptitahuji
zaporné a odpuzuji kladné naboje a naopak. Dvé elektrody, jedna kladnd, druha
zaporna, jsou piipojené na zdroj vysokého napéti. Kladné nabité molekuly se

pohybuji smérem k zédporné elektrodé¢ a zdporn€¢ nabité molekuly se pohybuji
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ke kladné elektrod¢. Elektroforéza se neprovadi ptimo v roztoku, ale na vhodném
nosi¢i — nejcastéji gely, které jsou nejcastéji tvofeny polyakrylamidem nebo
agardzou, které vytvareji slozitou sitovou strukturu polymernich molekul s pory,
jejichz velikost 1ze ovlivnit slozenim roztoku a koncentraci polymeru. Vzhledem
K tomu, ze DNA nese zaporny naboj na kazdé z mnoha fosfatovych skupin, které
tvoii jeji patet, bude se na gelu pohybovat smérem ke kladné elektrodé. Protoze
DNA je ptirozené bezbarva, je potieba ji zviditelnit. Jednou z moznosti je pouziti
barviva (napt. Ethidium bromid, Sybr Green), které se vimezetuje mezi sousedni pary
bazi v DNA a vytvaii s ni komplex, ktery po osvétleni UV svétlem fluoreskuje.
Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak patrné jako prouzky, jejichz intenzita je
umérna koncentraci DNA. K rozliSeni delSich fragmentti (100 — 50 000 bp) se
vyuzivaji gely agar6zové, krozliseni mensSich molekul se pouzivaji gely

polyakrylamidové (Rosypal et al., 2002).

Uspéch PCR pii detekei fytoplazem v odebranych vzorcich z velké &asti zavisi
na ziskani celkové nukleové kyseliny vysoké kvality obohacené fytoplazmovou
DNA. Mnozstvi této DNA je niz$i nez 1 % celkové DNA extrahované z tkané
(Bertaccini a Duduk, 2009). Piestoze je PCR nejcitlivéjsi, rychly a specificky zptisob
detekce fytoplazem, v praxi se n¢kdy setkavame s nespecifickou amplifikaci, kdy
produkty neodpovidaji ocekavané velikosti nebo vznikd vice produktii, ¢i dokonce

muze dojit k amplifikaci DNA jiného organismu (Navratil a Fialova, 2008).
»Nested®“ PCR

,Nested“-PCR je jednou z variant PCR a sestava se ze dvou po sobé
nasledujicich polymerazovych fetézovych reakci (obr. 6). Cilem této PCR je
ptipravit DNA-fragment dostatecného mnozstvi a odpovidajici Cistoty. VétSinou vse
probihd v jedné reakci, aby se zabrédnilo potencidlni kontaminaci pfi dopliiovani
primerd.

Chceme-li provést ,nested PCR, je tfeba pfedem ptipravit dva pary primert
(externi, interni), které budou specificky reagovat v ocekavané oblasti DNA
a zéroven kazdy z parti primerti bude mit odlisny bod tani, Tr. Odlisny bod tani
internich primeri brani jejich hybridizaci béhem prvnich cykli amplifikujicich

fragment ohrani¢eny externimi primery (Mazura et al., 2001).
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Nested PCR je nezbytnd pro namnozeni fytoplazmové DNA ze vzorkl
s neobvykle nizkou koncentraci nebo inhibitory, které mohou naruSovat ucinnost
PCR. Neustala snaha o zlepSeni diagnostickych postupli je zaméfena na navrhovani
rychlejsi, uspornéjsi a siln€jsi metody. Citlivost neni jen problém sdm o sob¢, nebot’
stavajici nested PCR protokoly jsou velmi citlivé, ale zddouci je dosdhnout vysoké

urovné citlivosti bez falesné pozitivnich vysledkt (Bertaccini a Duduk, 2009).

Vétsina diagnostickych protokolii fytoplazem zahrnuje nejprve PCR amplifikaci
fizenou univerzalnimi primery, nasleduje PCR se skupinové specifickymi primery.
Pro konecnou identifikaci kmene muze byt nutnda RFLP analyza. Cely postup

vyzaduje Casov€ narocné post-amplifikacni kroky (Weintraub a Jones, 2010).

—— templat

@ — 2 ————» externi primery
I T o |
[ K - .
@  N—— —— > interni primery
===l - ’
- e— —— Kone&ny produkt
 E— )

Obrazek 6: Schéma ,nested“ PCR. Prvni etapa ptipravi pomoci vnéjSich primert delsi DNA
fragment (1), ktery je templatem pro amplifikaci kratsiho DNA fragmentu (2).

Kvantitativni (real-time) PCR

Tato technika umoziuje sledovat amplifikaci produktu v realném cCase, tj. méfit
zménu koncentrace PCR produktu v jednotlivych cyklech reakce a to v absolutnich
(pocet kopii, koncentrace) nebo relativnich (% z vybraného produktu) jednotkach.
Kvantitativni PCR umoziuje stanovit pocet kopii fytoplazmové DNA ve vzorku,
a tedy i stanovit koncentraci fytoplazem. Vysledek PCR reakce neni nutné hodnotit

pomoci gelové elektroforézy (Navratil a Fialova, 2008).

Principem real-time PCR je pouziti fluorescenéniho barviva, kterym se DNA
zviditelni. Moderni ptistroje dokazi sledovat nékolik riznych fluorescen¢nich barviv
najednou, takze mulzeme teoreticky sledovat vice ruznych reakci v jedné

mikrozkumavce. Nejjednodussi zptisob zviditelnéni DNA neni sekvencné specificky.

21



Barvivo (napt. SYBR™ Green | semisnim zafenim pii 520 nm) se vaze pouze
na dsDNA a fluoreskuje pouze ve vazbé s DNA. Nevyhodou je, ze se barvivo vaze

na jakoukoliv dsDNA, tedy i na ptipadny nespecificky produkt.

Pro zviditelnéni pouze vybraného PCR-produktu je nutné pouzit specifickou
fluorescenéni sondu (napf. TaqMan®™ sonda), kterd hybridizuje s uréitou cilovou
sekvenci uvnitt amplifikovaného regionu. Jejich vyhodou je vysoka specifita, jelikoz
detekce cilové sekvence, probihd ve dvou stupnich — na Urovni vazby primert
a rovné¢Z na urovni vazby sondy (GENERY BIOTECH, 2009). Tato sonda je
oligonukleotid delsi nez primer a ma na 5’-konci fluorescen¢ni znacku a na 3°-konci
zhaSe¢ (molekula, kterd pohlcuje zareni fluoreskujici znacky). Sonda se navaze
na vnitini ¢ast amplifikované sekvence, a pokud vytvari homoduplex, je rozlozena 5°
exonukledzovou aktivitou Tag DNA-polymerazy. To zplisobi ukonCeni zhaseni
a fluorescenci (Smarda et al., 2005). V tomto p¥ipadé zvyseni fluorescence souvisi

piimo s vyse specifickou cilovou sekvenci, ktera je amplifikovana (Clark, 2005).

RFLP analyza

Na PCR mitize navazovat analyza polymorfizmu délky restrik¢nich fragmenti.
Amplifikované produkty PCR jsou $tépeny restrik¢ni endonukleazou (obr. 7) a poté
jsou analyzovany elektroforetickym délenim (Smarda et al, 2005). Pocet i délka
fragmentt je pro daného jedince specificka (Bertaccini a Duduk, 2009). Nevyhodou

této metody je vysoka citlivost k bodovym mutacim.

Prvni ucelené klasifikacni schéma fytoplazem bylo zalozeno na délkovém
polymorfismu restrikénich fragmenti (RFLP) a polymerazové fetézové reakci (PCR)
genu 16S rDNA. Systém je tfidén do 19 skupin a vice nez 40 podskupin.
Fytoplazmam bylo pfipsano vice nez 300 riiznych chorob rostlin, které ovliviiuji

stovky rostlinnych rodu. (Bertaccini a Duduk, 2009).
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Obrazek 7: Ilustrace $t€peni RFLP k bodovym mutacim — §tépeni dvou izolatl stejné fytoplazmy
lisici se pouze jednou bodovou mutaci. A) izolat se dvéma §tépnymi misty (1), vznikaji tfi produkty
(2). B) izolat s budovou mutaci druhém $tépném misté (1) vznikaji jen dva produkty (2)

Dot-Blot hybridizace

K detekci testovaného organismu se pouziva molekuldrni sonda. To je zndmy
oligonukleotid pfipraveny z DNA znamého kmene. Hybridizace je omezena jen na ty
oblasti, kde DNA sondy a DNA testovan¢ho vzorku sdileji homologni potadi
nukleotidi. Determinacni test se provadi na nitrocelulosové nebo nylonové
membrang, kam se nanesou vzorky. Po inkubaci se sondou se vysledek hybridizace
(Cetnost parovani) hodnoti autoradiograficky, dozimetricky (sonda znacena
radioaktivn€) nebo kolorimetrickou reakci (sonda znaena enzymem) (Kudela,

2002).
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DNA mikroéipy

Vsechny DNA mikro¢ipy jsou zalozeny na hybridizaci mezi specifickymi
sondami imobilizovanymi k pevnému podkladu (mikroCip) a fragmenty cilové
sekvence DNA ze vzorku, ktery ma byt analyzovan (obr. 8). Tato DNA je oznacena,
obvykle fluorescenéni barvou. Oligonukleotidové mikrocipy pouzivaji jako sondy
syntetické DNA, obvykle 30 — 80 nukleotidi dlouhé. K vyrobeni takové sondy je
dulezité znat sekvence gend, které maji byt sledovany. Sondy jsou na mikroCipu
rozmistény v n€kolika polich a ¢asto v podobé dvojtecek, tak aby byla pomoci
promitnuté sit€¢ usnadnéna identifikace kazdé sondy a zmenSeno riziko odectu

nahodné vzniklych artefaktt (Mazura et. al., 2001)

sondy imobilizované k Cipu

naneseni znacenych
fragmenti DNA vzorku

o

Obrazek 8: schéma DNA hybridizace na mikro¢ipu

hybridizace DNA sondy a
komplementarni DNA vzorku

Sekvenovani

Velmi Castym krokem po PCR reakci je sekvenovani namnozenych fragmenti
(Gal, 1996). Cilem sekvenovani DNA je stanoveni potadi nukleotidli v molekulach
DNA. Ziskané¢ nukleotidové sekvence useku DNA z organismu lze porovnat se
sekvencemi v kterékoli z existujicich databazi. Pomoci téchto databazi muzeme tieba
zjistit, kterym sekvencim je DNA podobna a na zakladé toho zatadit patogena. Jeden
z nejrychlejSich zpisobt, jak tyto informace ziskat, je vyhledavani pomoci néstroje
BLAST (Basic Local Aligment Search Tool), do kterého se vlozi ziskana sekvence

(Snustad a Simmons, 2009).

Sekvenovani ma mnoZzstvi aplikaci. Znalost sekvence DNA je pouZivana
k odvozeni informace o aminokyselinové sekvenci kodovanych proteintil, o regulaci

jejich tvorby a miiZze téz detailn¢ stanovit charakter mutaci, které se napf. projevi
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vznikem genetickych chorob (Smarda et al., 2005). B&né sekvenovani zahrnuje
tvorbu dil¢ich fragmenti vSech moznych délek templatu (Clark, 2005) s piesn¢

definovanymi konci. V soucasné dob¢ se pouziva n¢kolik postupi.

Chemicka metoda vyvinuta A. Maxamem a W. Gilbertem vyuziva specifického
Stépeni molekuly DNA chemickymi ¢inidly v mistech baze urc¢itého typu. Vychozim
materidlem je soubor identickych fragmentii ssDNA na jednom konci oznacenych
radioaktivni znaCkou, ktery se rozdéli do cCtyt vzorka. Kazdy je vystaven
chemikaliim, které specificky Stépi sekvenci DNA v misté, kde rozpoznaji jistou
nukleotidovou bazi. Fragmenty se ndsledné rozdéli elektroforézou na denaturujicim
polyakrylamidovém gelu, ktery je schopen oddélit fetézce liSici se o jedinou bazi

(Rosypal et al., 2002). Dnes uz se prakticky nepouziva.

Prvni technologie pouzitelnda pro rozsahlejsi sekvenovani byla vyvinuta
Frederickem Sangerem enzymova metoda. Pouziva modifikované nukleotidy
(dideoxynukleotid trifostfaty ~ ddNTP‘s) pro sekvencné specifickou terminaci DNA
polymeraéni reakce (Zak, 2009). Pro amplifikaci DNA se pouziva asymetricka PCR
(pouze 1 primer ~ vznik ssDNA) vtermocycleru s pouzitim Tag-polymerazy.
Syntéza nového fetézce DNA je ukoncena v misté, kde je misto normalniho dNTP
zaClenén jeho analog ddNTP (znacCen fluorescencni barvou), postradajici 3°-OH
skupinu nutnou pro pfipojeni dalSiho nukleotidu. Po probéhnuti reakce se vytvorené
produkty zdenaturuji a rozdéli na polyakrylamidovém denaturujicim gelu nebo
ve sklenénych kapilarach. Detekce produktli je provadéna pomoci laserového
detektoru, ktery ptimo vyhodnocuje sekvenci DNA (Rosypal et al. 2002; Smarda
et al., 2005).

V roce 1998 Mostafa Ronaghi na univerzit¢ ve Standordu pfiSel na novou
technologii, nazvanou pyrosekvenovani. Tuto metodu nakonec adaptovala pro své
ucely firma 454 Life Sciences. Pyrosekvenovanim se oznacuje série enzymatickych
reakci, béhem kterych se zaznamenava zaclenéni DNA baze do syntetizované¢ho
fetézce diky uvolnénému viditelnému zafeni. Vclenéni kteréhokoliv ze ctyi dNTP
(ANTP se ptidavaji postupné€) do komplementarniho fetézce k templatové DNA vede
K uvolnéni pyrofosfatu, slouceniny, ktera je dale ptevedena na ATP. ATP slouzi
Vv reakci spfazené s enzymem luciferazou k uvolnéni protonu a ke vzniku svételného

signdlu. Svétlo uvolnéné pti zabudovani nového nukleotidu se zaznamenavé a tento
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cyklus se pti prodluzovani fetézce komplementarniho k sekvenované ssDNA opakuje

(Zak, 2009).

454 sekvenovani posouva technologii pyrosekvenovani o krok dale (soub&zné
probihaji stovky tisic az vice nez milion sekvenac¢nich reakci) a umoziuje
sekvenovani tfeba i celych genomti. Genomova DNA je mechanicky fragmentovana
na krat$i useky. PCR probiha na syntetickych kulickach v olejové emulzi. Jedna
molekula sekvenované ssDNA je emulzni PCR namnoZena, takZe na konci reakce je
ke kuli¢ce prichyceno v priméru 10 milionti identickych kopii piivodni ss DNA.
Tyto kuli¢ky jsou vpraveny do jamek specidlni optické desticky (do jedné jamky se
vejde jen jedna DNA kulicka) spole¢né s dalsimi kulickami, na kter¢ jsou ptichyceny
enzymy nezbytné pro pyrosekvenovani. Naplnéna optickd destiCka se vlozi do

piistroje, kde dochazi k vlastnimu pyrosekvenovani (Zak, 2009).
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3. CILE PRACE

Pro rychlé odhaleni fytoplazmovych ndkaz je potieba nalézt spolehlivou
detekéni techniku. Nejsnazs$i a nejlevnéjsi technikou je pravé PCR. Mimo jiné
produkty jednokrokové PCR mohou byt pouzity pro analyzu pomoci mikrocCipt.
Proto bylo cilem prace nalezeni optimalnich primertt a podminek k amplifikaci
vybranych fragmentd fytoplazmového genomu v jednokrokové PCR a vyuziti této
techniky k detekci fytoplazem. Zdrojem analyz byly charakterizované sbirkové

kmeny fytoplazem ze sbirky prof. Bertaccini a ptirodni rostlinné vzorky.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. VZORKY
V této praci byly pouzity pfirodni rostlinné vzorky, ze kterych byla izolovana
DNA (viz tab. 1).

Tabulka 1: rostlinné vzorky k izolaci

rostlina ¢ast rostliny misto sbéru zemé
rybiz I list Ceské Budéjovice CR
olse list Hluboka nad Vltavou CR
dub | list Hluboka nad Vltavou CR
Tanya 19 list Tadzikistan
Tanya 20 list Tadzikistan
slivon [ list P. Svince CR
rybiz 11 list P. Svince CR
hrusei list Holkov CR
hruseti 11 list H. Svince CR
jablon I list P. Svince CR
slivoti 11 list P. Svince CR
dub 11 list P. Svince CR
réva vinna list Sktidla CR
jablomi I list Sktidla CR
jahodnik koten P. Svince CR
jahodnik list P. Svince CR
Izolace DNA

DNA byla izolovéana z odebranych rostlinnych vzorka pomoci kitu NucleoSpin®

Plant Il podle navodu vyrobce:

1) 100 mg vzorku v tfeci misce homogenizujeme se 400 ul PL1 > filtr se
sbérnou zkumavkou - centrifugujeme 1 min. pii 11 000 ot./s

2) Odstranime filtr a pfidame 5 ul RNase A a 10 minut inkubujeme pii 65 °C 10
minut

3) Po 10 minutach smichame s 450 pul PC - napipetujeme na kolonku -
centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 ot./s

4) Odstranime kapalinu ze sbérné zkumavky a ptidame 400 pl PW1 -
centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 ot./s

5) Odstranime kapalinu ze sbérné zkumavky a ptridame 700 ul PW2 -

centrifugujeme 1 minutu pii 11 000 ot./s
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6) Odstranime kapalinu ze sbérné zkumavky a ptidame 200 pl PW2 -
centrifugujeme 2 minuty pti 11 000 ot./s

7) Kolonku pfendame do nové 1,5 ml eppendorfky a ptidame 50 pl 70 °C PE -
inkubujeme 5 minut - centrifugujeme 1 minutu pfi 11 000 ot./s = znovu
pridame 50 pl 70 °C PE a centrifugujeme 1 minutu pfi 11 000 ot./s

Ostatni vzorky byly ziskany ve formé izolované DNA ze sbirky prof. Bertaccini (viz

tab. 2).

Tabulka 2: izolovana DNA se sbirky prof. Bertaccini

" skupina
Cislo druh fytoplazmy puvod fytoplazmy (podskupina) testovany gen
vzorku 165r
1 Dwarf aster yellows Clover, CA, USA I-B secY
Gladiolus witches’ Gladiolus with M.
2 broom quadripunctulatus I-B secY
Potato witches’ spcr, secyY,
Potato, USA
3 broom vi rpS3,tuf
Pichris echioides . . spcr, secyY,
4 yellows Pichris echiodes, PZ, Italy IX (pS3.tuf
5 Grapevine yellows V. vinifera, BA, Italy XII spcr, rpS3, secY
6 Ash yellows # 5 Fraxmuag'r:erlcana VII-A secY, rpS3, tuf
7 Primula red Bordeaux, France I-B secY
8 Pear decline Pear 207/86t, Germany X-C sper, sec,
rpS3,tuf
9 X disease California USA IH-A secY, rpS3,tuf
10 Plum leptonecrosis Prunus salicina, Italy X-B secY, rpS3,tuf
. Psammotettix
11 Flower stunting cephalotes, Germany XI-C tuf, rpS3
Colza, Montfavet,
12 Rape phyllody France I-B spcr
: - spcr, secY,
Grapevine yellows V. vinifera, BO, Ital
13 P Y y Al rpS3,tuf
14 Lettuce yellows Lettuce, Liguria, Italy 1-B spcr
15 Western X Peach, CA, USA 1H1-A rpS3, tuf
Peanut witches’ spcr, secY,
Lee USA -
16 broom I-A rpS3,tuf
17 Hydrangea Phyllody Bordeaux, France | spcr
18 Po'nset;fcgfncmng Poinsettia, USA 11-H rpS3, secY, tuf
Chrysanthemum Chrysanthemum
19 yellows frutescens, Liguria, Italy I-B rpS3, sper
American aster .
20 yellows Aster, Florida, USA I-B spcr
21 Grapevine yellows V. vinifera, TO, Italy 1-B spcr
spcr, secY
Rubus stunt Rubus sp. Ital - ! '
22 p-Taly V-E rpS3,tuf
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Tabulka 2: pokrac¢ovani

” skupina
Cislo druh fytoplazmy pivod fytoplazmy (podskupina) testovany gen
vzorku 16Sr
23 Koolsard aster Bordeaux, France I-B spcr
yellows ’ p
Witches broom .
24 dicease Lime, Oman 1-C rpS3, sper
Chrysanthemum
25 vellows Chrysanthemum yellows I-A spcr
26 Sesame phyllody Sesame, Thailand 1-A tuf, rpS3, spcr
o Aquilegia alpina,
27 Aquilegia virescence Germany I-B secY, tuf, spcr
German stone fruit . spcr, secyY,
Apricot, German -
28 yellows P Y X-B rpS3,tuf
29 Aster yellows Maryland USA I-B rpS3, spcr
30 Potato purple top Potato France I-C rpS3, sper
Apricot chlorotic . . . spcr, secyY,
31 leafroll Apricot, Valencia, Spain I-F pS3.tuf
32 Green Valley X Cherry, California USA Hi-A secY;, rpS3,
tuf, spcr
Catharanthus Leafhopper Dossenheim,
33 virescence Germany I-F rpsS3, sper
Deperissment du .
34 lavandin Lavandin, France XII-A rpS3, sper
Ulmus americana, NY, spcr, rpS3,
Elm yellows -
35 4 USA V-A tuf, secY
36 Catharanthus Periwinkle, Thailand I-B sper, rpS3
virescence ' per, Tp
Fraxinus americana,
37 Ash yellows NY. USA VII-A tuf, rpS3

Izolovana DNA je uchovavana pfti teploté -20 °C.

4.2. POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR)
PCR slouzi k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA.
K ziskani specifickych gent pro detekci fytoplazem byly pouzity primery uvedené
Vtabulce 3. Mala pismena sekvenci pfedstavuji univerzalni Useky pfipravené
pro dalsi praci po amplifikaci, napt. klonovani. Kombinace primer jsou uvedeny

v tabulce 4.
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Tabulka 3: pouzité primery

Nazev Sekvence Amplgzlr‘]ova“y' Orientace
spcr F1 GAATACGTTCTCGGGGTTTGT 16/23SrRNA | Forward
spcr F2 CGATGATTGGGGTTAAGTCG 16/23SrRNA | Forward
spcr F3 GGGATGGATCACCTCCTTTC 16/23SrRNA | Forward
spcr R1 TTAGTGCCAAGGCATCCACT 16/23SrRNA | Reverse
spcr Fa0 GAAGGTGGGGATGGATCACC 16/23SrRNA | Forward
spcr RbO CTTCATCGGCTCTTAGTGCC 16/23SrRNA | Reverse
spcr Fa gtacgccggagctagGAAGGTGGGGATGGATCACC 16/23SrRNA | Forward
spcr Rb gttacgagcgcgtgaCTTCATCGGCTCTTAGTGCC 16/23SrRNA Reverse
tuf Fa0 GTTAAAAACATGATTACTGG tuf Forward
tuf RdO CCTGCTTGAGCAAAATCTA tuf Reverse

tuf F1 TCCTGAAGAAAAAGAACGTGG tuf Forward

tuf F2 TACTGGTGCTGCTCAAATGG tuf Forward
tuf R1 CCAGTAGCAACAGTTCCTCTACC tuf Reverse
tuf R2 GCAGTGTTTCTTCCTCCTTCTT tuf Reverse
tuf Fa gtacgccggagctagAAACATGATTACTGG tuf Forward
tuf Rd gttacgagcgcgtgaCTTGAGCAAAATCTA tuf Reverse
secY F1 GCCATTTTAGCAGTTGGTGG secY Forward
secY F2 TCGTGAATGGAAAGAACAAGG secY Forward
secY R1 TAGGCATCTTGTTTGGATAAATGTTC secY Reverse
secY Fa0 CGCGAATGGAAAGACCAAGG secY Forward
secY Rb0 CAGGATTGACATTCATAAAAG secY Reverse
secY Fa gtacgccggagctagATGGAAAGACCAAGG secY Forvard
secY Rb gttacgagcgcgtgaTGACATTCATAAAAG secY Reverse
rpS3 F1 TGGTGGGACATAAATTAGGTGA rpS3 Forward
rpS3 F2 CGTTTATTTCCAAGAGCTAAAGG rpS3 Froward
rpS3 R1 TCCACCTAAACGACCTGAAA rpS3 Reverse
rpS3 FcO CCTCGAAAAGCACGTTTAGT rpS3 Forward
rpS3 Rd0 TACTTTAACTCCTAAAACTCC rpS3 Reverse

Tabulka 4: testované kombinace primerti a délky vzniklych produktt

Amplifikovany gen Forvard Reverse Délka produktu
rpS3_F1 1004
rpS3_F2 rpS3_R1 633
nS3 rpS3_Fco 498
rpS3_F1 1083
rpS3_F2 rpS3_Rd0 721
rpS3_Fc0 1001
secY_F1 secY R1 1036
secY secY_F2 - 738
secY Fa0 secY_Rb0 700
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Tabulka 4: pokrac¢ovani

Amplifikovany gen Forvard Reverse Délka produktu

tuf F1 532

tf_F2 twr_R1 411

tuf F1 812

Tuf wf F2 tuf R2 693
Tuf Fa0 Tuf RdO 551

Tuf Fa Tuf Rd 542

spcr_F1 506

spcr_F2 spcr_R1 395

spcr spcr_F3 349
spcr_Fa spcr_RDb 413

spcr_Fa0 spcr_RbO 334

Veskeré chemikalie jsou béhem prace uchovavany v ledoveé tiisti.

Do reakéni smési byl pouzit PCR Master Mix (Fermentas). Reakce byla

namichédna podle navodu vyrobce (viz tab. 5).

Tabulka 5: piiprava reakéni smési (uvedeno mnozstvi pro jednu reakci)

PCR Master Mix 10,0 ul
reverse primer 1,25 ul
forward primer 1,25 ul
vyizolovand DNA 0,5 ul
sterilni destilovana voda 7,0 ul
Celkem | 20,0 ul

PCR probihala v termocycleru (Peltier Thermal Cycler PTC-200)

za nasledujicich teplotnich podminek:

1) 3 min 94 °C uvodni denaturace
2) 40 cykla 30s 93 °C denaturace
30s 50-60 °C”  annealing — nasedani primeri
1-2min?  72°C elongace — prodluZovéni fetézce
3) 10 min 72 °C konec¢na elongace
4) - 4 °C chlazeni

“) hodnoty podle optimalnich podminek jednotlivych reakci
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Pro vyhodnoceni PCR produktii byl pouzit 1 % agarézovy gel. 0,2 g agardzy se
rozvaii ve 20 ml 0,5x TBE. DNA obarvena Sybr Greenem II se spolu s markerem
(standardni restrikéni $tép, obsahujici fragmenty o zndmé velikosti) vyfoti pod UV
lampou. Hodnocena byla citlivost detekce, ktera vyjadiuje procentualni zastoupeni
pozitivnich reakci (+++ 75-100 %, ++ 50-75 %, + 25-50 %, - pod 25 %),
a specificita, kterd vyjadfuje spravnost namnozeného fragmentu, tzn., zda vysledny
produkt neni misto Gseku fytoplazmového genomu napi. usekem rostlinného genomu
(+ specificky produkt, - nespecificky nebo zadny produkt). Zda je produkt specificky

zjistime jeho osekvenovanim a porovnanim ziskané sekvence s databézi.

4.3. PURIFIKACE DNA Z PCR REAKCE
DNA byla piedistovana pomoci kitu NucleoSpin® Extract Il podle navodu

vyrobce:

1) Objem PCR reakce dofedime vodou na 100 pl a pfidime 500 ul NT pufru -
prepipetujeme na kolonku = centrifugujeme 1 minutu pfi 12 000 ot./s.

2) Odstranime kapalinu ze sbérné zkumavky a ptidame 500 ul NT3 pufru -
centrifugjeme 1 minutu pii 12 000 ot./s.

3) Odstranime kapalinu ze sbérné zkumavky. (Pro uplné odstranéni pufru se
centrifuguje jesté¢ 2 minuty pii 12 000 ot./s. Ethanol z pufru by mohl brzdit
enzymatické reakce.) Uplného odstrandni miZeme dosihnout inkubaci
kolonky po dobu 2-5 minut pii 70 °C pted eluci.

4) Piepipetujeme na kolonku do nové 1,5 ml eppendorfky. Na kolonku ptidame
35 ul vody a 1 minutu inkubujeme pii laboratorni teploté (18-25 °C) >
centrifugujeme 1 minutu ptfi 12 000 ot./s. Znovu ptfidame na kolonku 35 pl

vody a centrifugujeme 1 minutu pii 12 000 ot./s.

Kovéfeni spradvnosti detekce bylo pouzito sekvenovani amplifikovanych
produkti. Sekvenovani bylo provedeno sekvena¢nim servisem Biologického centra
AV CR pomoci kitu ,,Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing® podle niavodu

vyrobce. Reakéni smés byla namichdna podle nésledujiciho schématu:

vzorek 1 ul
primer 1wl
voda 5,5 ul
celkem 7,5 ul
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5. VYSLEDKY

5.1 AMPLIFIKACE tuf GENU

Pro tuto oblast bylo testovano 8 primeru (viz tab 3), které byly pouzity pro 148

reakci, z nichz 35 vySlo pozitivné a 113 vyslo negativné. Jako optimalni se ukézal

par tuf F2+R1 pti 55 °C pro skupiny I-F, I1I-A, VI a XI1 (obr. 9). Pro skupiny 11-A,

V-A, X-C, XI-C se vhodné podminky pro vznik specifickych fragment s danymi

primery nalézt nepodatilo. Zaroven se nepodafilo nalézt vhodné podminky pro vznik

specifickych fragmentl pro par tuf F1+R1 u zadné z testovanych skupin (viz tab. 6).

Tabulka 6: Piehled testovanych primerti a podminek u jednotlivych skupin (citlivost detekce: +++
75-100 %, ++ 50-75 %, + 25-50 %, specificita: + specificky produkt, - nespecificky nebo zadny

produkt)

ribozomalni
skupina,
podskupina

primery

testované
podminky

citlivost
detekce

specificita

I-F

Tuf_F2+R1
Tuf Fa+Rd

50-60 °C

+++

I-A

Tuf F1+R1
Tuf F1+R2
Tuf_F2+R1
Tuf F2+R2

50 °C
55°C

-A

Tuf F1+R1
Tuf F1+R2
Tuf F2+R1
Tuf F2+R2
Tuf _Fa0+RdO

50-60 °C

V-A

Tuf_F1+R2
Tuf_F2+R1
Tuf F2+R2

50 °C
55°C

Tuf_F1+R1
Tuf_F1+R2
Tuf_F2+R1
Tuf F2+R2

55°C

VI.

Tuf_F1+R1
Tuf_F1+R2
Tuf F2+R1

55°C

VII-A

Tuf_F1+R1
Tuf_F1+R2
Tuf_F2+R1
Tuf F2+R2

50 °C
55°C

Tuf_F1+R1
Tuf_F1+R2
Tuf F2+R2

55°C
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Tabulka 6: pokrac¢ovani

ribozomalni
skupina, primery
podskupina

testované citlivost

podminky detekce specificita

Tuf F1+R1 - -
Tuf _F1+R2 - -
X-B Tuf F2+R1 50-60 °C ++ +

Tuf F2+R2 - -
Tuf Fa0+Rd0 - -

Tuf _F1+R2 - -
Tuf_F2+R1 o - -
Tuf_F2+R2 50-60°C - -

Tuf_Fa0+Rd0 - -

X-C

Tuf_F1+R2 o - -
XI-C Tuf F2+R1 2 o i i
Tuf_F2+R2 i i

Tuf F1+R1 ] -
Tuf_F1+R2 o ++ +
Tuf_F2+R1 50-60 °C +++ +

+

Tuf_F2+R2 +++

XII.

ZHERMWA O -NO

—

Obrazek 9: Elektroforeticky snimek. Test primert tuf_F2+R1 (reakce 1, 2, 3) tuf_F1+R2 (reakce 4,
5, 6) a tuf F1+R1 (reakce 7, 8, 9) pti teplotach 50, 55 a 60 °C u sbirkového vzorku ¢. 13 (XII). M=
marker

5.2 AMPLIFIKACE secY GENU

Pro tuto oblast bylo testovano 7 primert (viz tab 3), které byly pouZzity pro 77
reakci, z nichZ 14 vyslo pozitivné a 63 vyslo negativné. Jako optimélni se ukazal par
secY_F2+R1 pii 55 °C pro skupiny I-F, 111-A a XII (obr. 10). Pro skupiny I-B, 11_A,
I11-H, V-E, VI, VII-A, IX, X-B a X-C. se vhodné podminky pro vznik specifickych
fragmentl s danymi primery nalézt nepodaftilo. Zarovein se nepodarilo nalézt vhodné
podminky pro vznik specifickych fragmenti pro primery secY_F1+R1

a secY_Fa0+Rb0 u zadné z testovanych skupin (viz tab. 7).
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Tabulka 7: Piehled testovanych primerti a podminek u jednotlivych skupin (citlivost detekce: +++
75-100 %, ++ 50-75 %, + 25-50 %,; specificita: + specificky produkt, - nespecificky nebo zadny

produkt)
ribozomalni . s
skupina primery testovane citlivost specificita
0o dskupiﬁa podminky detekce
secY_F1+R1 o - -
I-F secY F2+R1 50-60 °C +++ +
I-B secY_Fa0+Rhb0 50-60 °C - -
secY_F1+R1 o - -
I-A secY F2+R1 33°C - -
secY_F1+R1 o - -
-A secY F2+R1 35°C +++ +
secY_F1+R1 o - -
I1-H secY F2+R1 60 °C - -
secY_F1+R1 - -
V-E secY_F2+R1 55°C - -
secY_Fa+Rb - -
secY_F1+R1 o - -
V1. secY F2+R1 35 °C i i
secY_F1+R1 o - -
VII-A secY F2+R1 35 °C i i
secY_F1+R1 o - -
IX. secY F2+R1 55-60 °C i i
secY F1+R1 - -
X-B secY_F2+R1 50-60 °C - -
secY_ Fa0+Rb0 - -
secY_F1+R1 - -
X-C secY_F2+R1 50-60 °C - -
secY_Fa0+Rb0 - -
secY_F1+R1 - -
XII. secY_F2+R1 50-60 °C ++ +

secY_Fa0+Rb0

Obrazek 10: Elektroforeticky snimek. Test primert secY F1+R1 (reakce 1-8) s pfidavkem MgCl,
(reakce 5-8) a secY_F2+R1 (reakce 9-16) s ptidavkem MgCl, (reakce 13-16) u sbirkového vzorku ¢.

=

31 (I-F) pti teplotach 50, 53, 55 a 58 °C. M = marker
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5.3 AMPLIFIKACE rpS3 GENU

Pro tuto oblast bylo testovano 5 primert (viz tab. 3), které byly pouzity pro 176
reakci, z nichz 48 vyslo pozitivn¢ a 128 vyslo negativné. Jako optimalni se ukazal
par rpS3_F1+R1 pro skupiny I, 1ll a X a rpS3_F2+R1 pro skupiny I, V a XI
pii 50 °C (obr. 11). Pro skupiny 1I-A, II-C, VI, VII-A, IX, X-B, XI-C, XII se vhodné
podminky pro vznik specifickych fragmentti s danymi primery nalézt nepodatilo (viz
tab. 8).

Tabulka 8: Piehled testovanych primerti a podminek u jednotlivych skupin (citlivost detekce: +++
75-100 %, ++ 50-70 %, + 25-50 %, specificita: + specificky produkt, - nespecificky nebo zadny
produkt)

ribozomalni ) -
skupina, primery testované citlivost specificita
podskupina podminky detekce
rpS3_Fc0+R1 Tt "
rpS3_F1+Rd0 4+ +
rpS3_F2+Rd0 o +4++ +
B pS3_Fco+Rd0 | 2000°C -+ +
rpS3_F1+R1 -+ N
rpS3_F2+R1 - -
I-C rpS3_Fc0+Rd0 50 °C ++ +
rpS3_F1+R1 s "
I-F rpS3_F2+R1 50-60 °C - ]
rpS3_FcO0+Rd0 + +
rpS3_F1+R1 - N
rpS3_F2+R1 - -
H-A rpS3_FcO+Rd0 | 50-60 °C ] ]
rpS3_F1+Rd0 i ]
rpS3_F2+Rd0 ] ]
I-C rpS3_F1+R1 50-60 °C ] )
rpS3_FcO+R1 it -
rpS3_F1+Rd0 i N
rpS3_F2+Rd0 ] i N
A rpS3_F1+R1 50°C i N
rpS3_F2+R1 it N
rpS3_Fc0+Rd0 4+ +
rpS3_F1+R1 o
IH1-H rpS3_Fc0+Rd0 50-60 °C + +
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Tabulka 8: pokrac¢ovani

ribozomalni
skupina,
podskupina

primery

testované
podminky

citlivost
detekce

specificita

V-A

rpS3_F1+R1
rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F2+R1

50 °C

V-E

rpS3_Fc0+R1
rpS3_F1+Rd0
rpS3_F2+Rd0
rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50 °C

VI.

rpS3_Fc0+R1
rpS3_F1+Rd0
rpS3_F2+Rd0
rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50-60 °C

VII-A

rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50-60 °C

rpS3_FcO0+R1
rpS3_F1+Rd0
rpS3_F2+Rd0
rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50-60 °C

X-B

rpS3_FcO0+R1
rpS3_F1+Rd0
rpS3_F2+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_Fc0+Rd0

50-60 °C

X-C

rpS3_FcO0+R1
rpS3_F1+Rd0
rpS3_F2+Rd0
rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1

50-60 °C

XI-C

rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50-60 °C

Xl

rpS3_Fc0+Rd0
rpS3_F1+R1
rpS3_F2+R1

50-60 °C
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Obrazek 11: Elektroforeticky snimek. Test primeri rpS3_F1+R1 pii 50 °C bez ptidavku MgCl,
(reakce 1, 3, 5, 7, 9 a 11) a s pridavkem MgCl, (reakce 2, 4, 6, 8, 10, 12) u sbirkovych vzorka ¢. 18
(I1-H; reakce 1, 2), 31 (I-F; reakce 3, 4), 5 (XII; reakce 5, 6), 8 (X-C; reakce 7, 8), 3 (VI; reakce 9,
10) a 4 (IX; reakce 11, 12). M = marker.

5.4 AMPLIFIKACE GENU PRO 16/23SrRNA-SPACER

Pro tuto oblast bylo testovano 8 primerd (viz tab 3), které byly pouZity pro
62 reakci, z nichz 57 vyslo pozitivné a 5 vyslo negativné. Pro amplifikaci této oblasti
muze byt pouzit kterykoliv par primeri pii 60 °C pro vSechny skupiny (viz tab. 9;
obr. 12).
Tabulka 9: Pehled testovanych primerti a podminek u jednotlivych skupin (citlivost detekce: +++

75-100 %, ++ 50-70 %, + 25-50 %; specificita: + specificky produkt, - nespecificky nebo zadny
produkt)

ribozomalni restovand -
pggg&g?ha PrimerY podminky detekce specificita

spcr_F1+R1 +++ +
I-B spcr_Fa0+Fb0 50-60 °C +++ +

spcr_Fa+Rb t s
I-C spcr_Fa+Rb 50-60 °C y "
B} spcr_F1+R1 o . "
I-F spcr_Fa+Rb 50-60 °C s ;

spcr_F1+R1 +++ +
B spcr_F2+R1 o S+ +
11-A sper Fa0+Fb0 50-60 °C ot N

spcr_Fa+Rb +++ +

spcr_Fa0+Fb0 0o +++ ¥
11 spor Fa+Rb 50-60 °C s ;
: spcr_F3+R1 . +++ "
VA spcr_Fa0+Rb0 60°C +++ +
: spcr_F3+R1 . + "
VE spcr_Fa0+Rb0 60°C +++ +

spcr_F3+R1 . . "
v spcr_Fa0+Rb0 60°C +++ +
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Tabulka 9: pokracovani

ribozomalni

pggg&g?},a primery ;?);tz:;?llll(; glé'lclevlfcsg specificita

spcr_F1+R1 +++ +
spcr_F2+R1 . et N
X sgcr:F3+R1 60 °C it N
spcr_Fa0+Rb0 o+ N
spcr_F3+R1 . "
X-B sper_Fa0+Rb0 60 °C et N
spcr_Fa+Rb +++ +
spcr_F3+R1 o +++ +
xc spgr_l_:a0+Rb0 60 °C A N
spcr_F1+R1 +++ +
spcr_F2+R1 +++ +
Xl spcr_F3+R1 50-60 °C bt N
spcr_Fa0+Rb0 ot N
spcr_Fa+Rb +++ +

6

S

4

3

2

1

Obrazek 12: Elektroforeticky snimek. Test primerd spcr F3+R1 (reakce 1-6) a spcr_FaO+Rb0
(reakce 7-12) pti 60 °C u sbirkovych vzorka €. 22 (V-E), 35 (V-A), 3 (VI), 4 (1X), 8 (X-C) a 28 (X-

B). M = marker
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55 OPTIMALNI PODMINKY A PRIMERY PRO DETEKCI FYTOPLAZEM

Celkem bylo ptfipraveno 463 reakci, z nichz 154 vy$lo pozitivné¢ a 309 vyslo

negativné. V ramci testovani byl zkousen i hoi¢ikovy gradient, ktery ovsem vysledky

nijak vyznamn¢ neménil. Nejvhodnéj$imi primery pro detekci fytoplazem se ukazaly

rpS3_F1+R1 a rpS3 F2+R1

za optimalnich

a spcer_Fa0+RbO0 pti 60 °C (viz tab. 10).

teplotnich podminek 50 °C

Tabulka 10: optimalni podminky a primery pro detekci fytoplazem u jednotlivych skupin

ribozomalni skupina primery optimalni podminky

secY_F2+R1 55°C
tuf F2+R1 55°C
I rpS3_F1+R1 50 °C
spcr_F1+R1 60 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
I spcr_F1+R1 60 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
Tuf F2+R1 55°C
secY_F2+R1 55°C
i rpS3_F1+R1 50 °C
rpS3_F2+R1 50 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
rpS3_FcO0+R1 50 °C
rpS3_F1+Rd0 50 °C
v rpS3_F2+Rd0 50 °C
rpS3_Fc0+Rd0 50 °C
rpS3_F2+R1 50 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
tuf_F2+R1 55°C
VI rpS3_F2+R1 50 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
VII tuf_F2+R1 55°C
rpS3_F2+R1 50 °C
IX rpS3_F1+R1 50 °C
spcr_F1+R1 60 °C
rpS3_FcO0+R1 50 °C
X-B rpS3_F1+R1 50 °C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C

XI - -
X Tuf_F2+R1 55°C
spcr_Fa0+Rb0 60 °C
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5.6 DETEKCE FYTOPLAZEM V PRIRODNICH VZORCICH

Celkem bylo testovano 16 vzorki, ze kterych bylo pfipraveno 97 reakci.

Fytoplazma byla detekovana pouze v kotfenu jahodniku. Specificita pozitivni reakce

byla potvrzena sekvenovanim i hybridizaci na mikro€ipu, pomoci kterych se podatilo

fytoplazmu zatadit do skupiny III. U ostatnich vzorkl, kde citlivost detekce

vykazovala pozitivni vysledky (viz tab. 11), se ptfitomnost fytoplazmy potvrdit

nepodafrilo. Produkty neodpovidaly o¢ekavané velikosti nebo vznikalo vice produkta.

Sekvenovanim téchto vzorka byly ziskany dvé prekryvajici se sekvence, které nelze

precist. Sekvenovani potvrdilo 1 amplifikaci DNA jiného organismu.

Tabulka 11: detekce fytoplazem v piirodnich vzorcich (citlivost detekce: +++ 75-100 %, ++ 50-70

%, + 25-50 %; specificita: + specificky produkt, - nespecificky nebo zadny produkt)

vzorek primer podminky ?jléltle;llfsg specificita
spcr_F1+R1 60 °C ++ -
spcr_F2+R1 50-60 °C ++ -
Tanya 19 secY_F2+R1 50-60 °C - -
rpS3_F1+R1 50-60 °C - -
rpS3_F2+R1 50-60 °C - -
spcr_F1+R1 60 °C + -
Tanya 20 spcr_F2+R1 50-60 °C + ;
dub I rpS3_F1+R1 55°C - -
dub 11 rpS3_F1+R1 55°C - -
réva vinna rpS3 F1+R1 55 °C - -
slivoit I spcr_F1+R1 60 °C - -
rpS3_F1+R1 55 °C - -
slivon I1 rpS3_F1+R1 55°C - -
jablon I rpS3_F1+R1 55°C - -
jablon I1 rpS3_F1+R1 55°C - -
rybiz I spcr_F1+R1 60 °C - -
spcr_F2+R1 60 °C - -
spcr_F1+R1 60 °C - -
spcr_F2+R1 50-60 °C ++ -
secY_F1+R1 50-60 °C - -
jahodnik — list | secY_F2+R1 50-60 °C - -
rpS3_F1+R1 50-60 °C + -
rpS3_F2+R1 50-60 °C - -
tuf F1+R1 50-60 °C - -
rpS3_F1+R1 55°C - -
rpS3_F2+R1 55°C - -
. , spcr_F1+R1 60 °C ++ +
Jahlfod;;lf a spcr_F2+R1 60 °C + -
spcr_F3+R1 60 °C + -
secY_F1+R1 55°C - -
secY F2+R1 55 °C - -
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57 FYLOGENETICKA ANALYZA

Zda se mohou amplifikované geny (tuf, secY, rpS3, spacer) vyuzit k rozdéleni
fytoplazem do skupin bylo zjiStovano pomoci fylogenetické analyzy. Pro tuto
analyzu byly pouzity vybrané sekvence z databdze GenBank a sekvence vzorkl
ziskané v pribéhu prace. Z fylogenetické analyzy vyplyva, Ze nejvhodnéjsim genem
pro zafazeni do skupin je gen rpS3 (obr. 13). Gen pro 16/23SrRNA-spacer neni
vhodny pro svou vysokou variabilitu mezi skupinami. Dokladaji to i dvé databazové
sekvence ze skupiny Il (ptistupova ¢isla z GenBank: AB558132 a DQ233656), které
jsou fylogeneticky fazeny mimo skupinu II (obr. 14). Toto zafazeni muze byt
zpusobeno pouzitim kratkych sekvenci (349 bp) kvytvofeni fylogenetického
stromeCku. Nejednd se tedy o cely spacer, ale jen o jeho ¢ast a dalsi kousek téchto

sekvenci mize byt shodny se skupinou II.

Il EF186814
— < I"EF186816
(— ICEF193381

ICEF193374

IFEF193376
IX EF186801
IXEF136800
X EF193383
X EF18349
IXEF185799

N

IV_EF193382
IVEF186804
VIT EF183492

VICEF183493
VI'EF183494

7682
VE Jarka Berta 22 20110131
VA Jarka Berta_35 20110202
V EUS92600 —
V"AF396936
VEF581167
VCAY197674
V"AF306940
V' EF608223
T EF186807
IrEF186808
IrEF186809
IFEF186812
ITEF186806
IFEF186813
" Jarkall Berta_32 20110118
" Jarka Berta_J2 70110118
XEF193369 —
XEF193370
X_EF193367
X_EF193366
X EF193368
XTT_EF193364
XICEF193362
XICEF193363
XIT EF193365
1 AY183690

' [EU215429
DQ321825
CAY264855
CAY183713
[ GQ375570

Obrazek 13: fylogeneticky strom osekvenovanych sbirkovych vzorkl a zastupci fytoplazmovych
skupin databazovych sekvenci genu rpS3

20
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X _EFEB0848
KAY026540
JEFEB0646

EFEB0847
KR Jarka 20100118
X_GUSBIE0

IITEU16875
[T Bertaccini24_20100801
GUIzEL T

"DO471314

[A_Bertaccinitd_20100728
EU13784%

I"FJ184382

| TU0T5848

GU381785

TGQITHEH

CABEEITIR

G
T_ABBSR132
H

[ GUMITET
T DG233856

06

Obrazek 14: fylogeneticky strom zastupcti fytoplazem ze skupin I, I, III a X z databazovych
sekvenci a osekvenovanych sbirkovych vzorkd pro 16/23SrRNA-spacer.
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Na obrazcich 15 a 17 pro gen secY je ziskand sekvence vzorku
XC Bertaccini8 zarazena do skupiny I. Obrazek 16 ilustruje odlisnosti databazovych
sekvenci skupin X a I. Mezi sekvencemi téchto skupin je zafazena ziskana sekvence
vzorku XC_Bertaccini8. Z tohoto srovnani je patrné, Ze tato ziskana sekvence se

spiSe podoba sekvencim ze skupiny I.

XIl_AM992085
XIl_AM992083
XIl_AM992087
XIl_FM163376
XIl_AM992086
IC_20090521_Franova
1 AY803183
XC_Bertaccini8_20100122
| GQ375571
I_FJ159696

| GU968584

| GU228516
IB_Bertaccini2?

V_GU585674
V_HM031082

( V_GU585681
L V_EF581169

V_FJ648489

K—__ X _FN596216

X_FN598208

"l X_FN598205
X_FN598207
X_FN598206

3.0

Obrazek 15: fylogeneticky strom osekvenovanych sbirkovych vzorka a zastupcti fytoplazmovych
skupin databazovych sekvenci genu secY
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>X_FN598214
>X_FN598213
>XC_Jarka

>I_AY803179
>I_AY803169

>X_FN598214
>X_FN598213
>XC_Jarka

>I_AY803179
>I_AY803169

>X FN598214
>X_FN598213
>XC_Jarka

>I_AY803179
>I_AY803169

TAATTACTACTTTT--——--—-—-———— CAAAAAATATTTG--—-—————— CATTTTGGAATACAGACAAAATTAA
TAATTACTACTTTT--—--—-—-———— CAAAAAATATTTG--—-—————— CATTTTGGAATACAGACAAAATTAA
TAATTAATCTATTTGCAAATTTGAACAAATCATATTTATCTCAAAATAATTTTTTAACTTTAAAAACTTTTA
TAATTAATCTATTTGCAAATTTGAACAAATCATATTTATCTCAAAATAATTTTTTAACTTTAAAAACTTTTA
TAATTAATCTATTTGCAAATTTGAACAAATCATATTTATATCAAAATACTTTTTTAACTTTAAAAACTTTTA

ATTTTTTGCTTTAT-TGTTTCTTTTATTATTTATTTTAATATCTACTATTATAGTTTATTTAGCTACTTTAA
ATTTTTTGCTTTAT-TGTTTTTTTTATTATTTATTTTAATATCTACTATTATAGTTTATTTAGCTACTTTAA
ATTTTGCATGTATTGTTCTTTTGCTTCTTTTATTTTTAATTTTTACTGTAGTTTTGCAAATAACATCTTTAA
ATTTTGCATGTATTGTTCTTTTGCTTCTTTTATTTTTAATTTTTACTGTAGTTTTGCAAATAACATCTTTAA
ATTTTACATGTATTGTTCTTTTGCTTCTCTTATTTTTAATTTTTACTGTAGTTGTGCAAATAACATCTTTAA

AAATCCCTATTATTTATCCTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTATATTCCTTTAAAAATTAATGTTCCTG
AAATTCCTATTATTTATCCTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTATATTCCTTTAAAAATTAATGTTCCTG
AAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGCGCAAGGCAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCAG
AAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGCGCAAGGCAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCAG
AAATACCTATCAATTATGCGCGCAATCAAGTGCAAGGCAAAAGCTACATTCCATTAAAAATTAATAGTGCAG

Obrazek 16: Porovnani podobnosti sekvence XC Jarka (Bertaccini 8) s databazovymi sekvencemi
fytoplazem ze skupin I a X.

[ AY803179

[ AY803183
[Avg03174
IC_20090521_Franova
XC_Bertaccini8_20100122
[ o0497231
[ AY803166
[ AY803172
[AY803171
[ AY803169
[ AY803180
[AY803178
[ AY803185
[ AY803170
[ AY803181
[AY803182
[ AY803175
1 AY803184
[DQ503468
| EU371516
[ GQIT5671
[FJ159696
1 GU390884
| GU96BEE3
[GU968584
| GU96B5E5
| FM991881
[AYs03167
[ AY803173
[ GU228516
[AY803176
[AY803177
[ AY803168
IB_Bertaccini2y
X_FN598205
X_FN598207
X _FN598206
X_FN598209
X_FN598210
X _FN598211
X_FN598208
X_FN598212
X _FN598215
XFN598216
X_FN598213
X_FN598214

20

Obriazek 17: fylogeneticky strom zastupcti fytoplazem ze skupin I a X z databazovych sekvenci
a osekvenovanych sbirkovych vzorki pro secY gen.
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Jak je patrné z obrazku 18, ani tuf gen neni pfili§ vhodny k pfipadnému rozliseni
skupin. Toto zatazeni mize byt zpisobeno bud’ velkou variabilitou mezi skupinami
nebo pouzitim ptili§ kratnych sekvenci (max. 350 bp).

Vill_AF086617
V_FN811138

V_FN561883

V_FN561876

V_FN561874

V_AM939565

X_AJ011104

X_CU469464
X_NC_011047
X_EU103617
XB_Bertaccini28_20100729
l_AB095673
l_AB095674
XB_Bertaccini10_20110131
XB_Bertaccini10_20101206
Il_Bertaccini9_20110131
Xil_EU814638
Xil_EU814646
Xil_FJ943263
XIl_DQO94779
Xil_AY303571

1 AY277404

1 AJ2T1324

VE Bertaccini22 20101206
VE_Bertaccini22_20110131
VE_Bertaccini22_20110202
1 GQ375572

1 EU422973

1 AB095672

1 AB569310
IC_Frénova_20090819

20

Obrazek 18: fylogeneticky strom osekvenovanych sbirkovych vzorkt a zastupcii fytoplazmovych
skupin databazovych sekvenci tuf genu
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6. DISKUZE

PCR je rychld a vysoce citlivd metoda. Jako templat pro PCR reakci muze
teoreticky poslouzit jedina molekula DNA. Je vyuzivana k detekci i u rostlin s velmi
nizkou koncentraci fytoplazem. Naslednou analyzou ziskanych fragmentt je mozné

detekované fytoplazmy zaradit do jednotlivych skupin a podskupin.

Piestoze je PCR nejcitlivéjsi, specificky a rychly zpusob detekce, v praxi
se nekdy setkavame s fale$né pozitivnimi vysledky. To se stalo i v piipadé detekce
fytoplazem v piirodnich vzorcich, kdy vzniklé produkty nemély ocekavanou
velikost, vznikalo vice produktt a ndsledné byla sekvenovanim zjisténa amplifikace
DNA z agrobakterii. Pfi€¢inou mohla byt napf. kontaminace, pfitomnost inhibitora

Vv izolatech nebo Spatné zvoleny PCR program.

Cilem préce tedy bylo nalezeni optimalnich primert k amplifikaci vybranych
fragmentl fytoplazmového genomu. Primery slouzici k optimalni amplifikaci téchto
fragmentii se podafilo nalézt pro vSechny testované geny, ale ne pro vSechny
fytoplazmové skupiny. Pfi¢inou mize byt navrh primert podle sekvenci fytoplazem
z databaze. Konzervované oblasti dosud neosekvenovanych skupin nemusi byt
shodné s dostupnymi =zastupci. Proto byly navrzeny nové primery do jiné
konzervované oblasti, které se nyni testuji. Mimo jiné muze vzorek obsahovat
inhibitory, které nedovoli reakci spravné prob&hnout. V takovém piipadé muize

pomoci nafedéni vzorku, kterym snizime jejich koncentraci.

Dalsim cilem prace bylo vyuziti jednokrokové PCR k detekci fytoplazem,
do kterého byly zapojeny i1 piirodni vzorky pro optimalizaci detekce v realnych
podminkach. U detekce fytoplazem v piirodnich vzorcich musi byt bran v tivahu jiz
samotny sbér vzorkid. Jako fakt musime brat velmi nerovnomérnou distribuci
fytoplazem v nadzemnich ¢astech dievin. Dal§im limitujicim faktorem muze byt
mnozstvi fytoplazem, které v pribchu roku v nadzemnich castech kolisa. Béhem
zimniho obdobi se fytoplazmy nachazeji hlavné v kofenovych systémech a na jare
rekolonizuji nadzemni ¢asti. Vzorky pouZité pro tuto praci nemély vyrazné piiznaky,
byly vybirdny pouze jako podezielé a sbér byl provadén na podzim. Tim by se dal
vysvétlit fakt, Ze se fytoplazmu ve vzorku jahodniku ziskaného na podzim, podatilo
detekovat v kofenech a ne v jeho nadzemnich Castech. Je mozné, ze se fytoplazmy

nachazeji 1 v dalSich izolatech, ale pomoci mikro€ipu ani sekvenovanim se
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nepodarilo tento fakt ovérit. Jejich ptritomnost se musi potvrdit dalsi molekularni

metodou.

V praci bylo dale zjistovano, zda se mohou amplifikované geny pouzit
k rozdéleni fytoplazem do skupin. Fylogenetické fazeni detekovanych fytoplazem k
jinym skupinam, nez je konkrétni fytoplazma ur¢ena, mize byt zptisobeno vysokou
variabilitou mezi skupinami, ale i uvnitt skupin, pravé jako je tomu v ptipadé genu
pro 16/23SrRNA-spacer. Pro pravdivé vysledky musime porovnavat stejné dlouhé
fragmenty. Problém je ale v tom, Ze ¢im kratSi usek se porovnava, tim menSi ma
vysledek vypovidaci schopnost. Vysledek nezahrnuje dost charakteristickych usekt
pro ptislusné skupiny. Ktomu snejvétsi pravdépodobnosti doSlo v piipadé
fylogenetického stromecku pro tuf gen, kde velikost porovnadvaného fragmentu
osekvenovaného v ramci této prace nepiesahla 350 bp. Dalsi pfi¢inou mitize byt
pravé jiz zminéna kontaminace vzorku ¢i Spatné urCeni skupiny databazové c¢i
sbirkové fytoplazmy jako tomu bylo v pfipadé sbirkového vzorku 8 (X-C) u secY

genu.

Vysledky ptedkladané bakalaiské prace byly vyuzity pii vyzkumu detekce
fytoplazem pomoci mikrogipt, které se fe$i na oddéleni Virologie, Ustavu
molekularni biologie rosltin (Biologické centrum AV CR, v.v.i.) a pii piipravé
publikace v mezinarodnim impaktovaném casopise. V dobé odevzdani bakalaiské
prace byl ¢lanek odeslan k posouzeni do ¢asopisu (O. Lenz, J. Markova, T. Sarkisova
-Discriminating 16Sr groups of phytoplasma by an oligonucleotide microarray

targeting 16S-23S ribosomal spacer).

49



7. ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo nalezeni optimalnich primert k amplifikaci
vybranych fragmentd fytoplazmového genomu v jednokrokové PCR a vyuziti této
techniky k detekci fytoplazem. Pro tuto studii bylo pouzito 37 vzorkt ze sbirky
fytoplazem od prof. Bertaccini. Nejvhodnéj§imi primery pro detekci fytoplazem se
ukdzaly rpS3 _F1+R1 a rpS3 F2+R1 za optimalnich teplotnich podminek 50 °C
a spcr_Fa0+Rb0 pii 60 °C. Pomoci optimalizovanych primerti bylo testovano 16
ptirodnich vzorkt. Fytoplazmu se podatilo detekovat v kofenu jahodniku a navic
bylo zjiSténo detekci na mikro€ipu a sekvenovanim, Ze ptislusi do skupiny III. U
piirodnich vzorki Tanyal9, Tanya20 a listu jahodniku se nepodafilo piitomnost
fytoplazmy potvrdit, ale ani vyvratit. Vysledky byly vyuzity pii vyzkumu detekce
fytoplazem pomoci mikro¢ipt, které se fe$i na oddéleni Virologie, Ustavu
molekularni biologie rostlin (Biologické centrum, AV CR, v.v.i) a pfi pfipravé

publikace v mezinarodnim impaktovaném Casopise.
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9.1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MLO’s
AP
PD

ESFY

dsDNA
SSDNA
SVM
PMU
REP
DAPI
TEM
SEM

ELISA

PCR

RFLP

dNTP’s
ddNTP’s
ATP

BLAST

mycoplasma-like organism (mykoplazmam podobné organismy)
apple proliferation phytoplasma (fytoplazma proliferace jablon¢)
pear decline phytoplasma (fytoplazma chiadnuti hrusné)

European stone fruit yellows phytoplasma (fytoplazma evropské
zloutenky peckovin

double-stranded DNA (dvoutetézcova deoxyribonukleova kyselina)
single-stranded DNA (jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina)
sequence variable mosaic

potential mobile units

repetitive extragenic palindromes

4°-6-diamino-2-fenylindol

transmisni elektronova mikroskopie

skanovaci elektronova mikroskopie

Enzyme-linked-immunosorbent assay (enzymova imunosobréni
analyza)

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

Restriction fragment length polymorfism (délkovy polymorfismus
restrik¢nich fragmentit)

nukleosid trifostaty
dideoxynukleosid trifosfaty
adenosine triphosphate (adenosintrifosfat)

Basic Local Aligment Search Tool
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