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Souhrn:

Cilem prace bylo optimalizovat metodu detekce fytoplazem pomoci DNA-mikrocipu.
To zahrnovalo vhodnou metodu izolace genetického materidlu fytoplazmy, vyvoj
a optimalizaci PCR k namnozeni riznych skupin fytoplazem, optimalizaci detekce
DNA na mikroc¢ipu a analyzu sekvenci fytoplazem k navrhu potencialnich lepsich prob.
PCR byla optimalizovana pro sbirkové izolaty, poté 1 pro ptirodni vzorky. Od vSech
zastupct 16Sr skupin sbirkovych izolatt se podafilo ziskat sekvence a detekovat v nich
fytoplazmu pomoci hybridizace. U pifirodnich vzorka se podafilo detekovat fytoplazmu
ve vzorcich fepky olejky (Brassica napus), jetele luéniho (Trifolium pratense), tfapatky
nachové (Echinacea purpurea) a jablon¢ domaci (Malus domestica). V DNA z hmyzich
vektorti to bylo pouze u jediného vzorku s oznaCenim 202/6 ze skupiny 16Sr-XII.
Sekvence jetele lu¢niho a fepky olejky se shoduji s databazovymi vzorky skupiny
16Sr-1 ,,Aster yellows*.

Kli¢ova slova: fytoplazma, polymerdazova fetézova reakce, reverzni transkripce,
DNA-mikrocip



Summary:

The aim of this thesis was to optimize the method of detection of phytoplasmas using
DNA-microarray. It consisted of testing an appropriate method of genetic material
isolation, development and optimization of PCR to amplify different groups of
phytoplasmas, optimization of detection of DNA at a microarray, and sequence
analysis of phytoplasma in order to design more suitable probes. PCR was first
optimized for collection isolates, then also for natural samples. All 16Sr groups from the
collection were sequenced and phytoplasmas were detected in them by hybridization.
Phytoplasmas were detected also in natural samples: oilseed rape (species Brassica
napus), red clover (Trifolium pratense), purple coneflower (Echinacea purpurea), and
apple tree (Malus domestica). Using the DNA from insect vectors, only sample 202/6
from the group 16Sr-XII was positive. The sequence of red clover and oilseed rape
correspond with the database samples in the group 16Sr-1 "Aster yellows".

Keywords: phytoplasma, polymerase chain reaction, reverse transcription,
DNA-microarray
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1. Uvod

Fytoplazmy zpisobuji, spolu s viry a viroidy, zna¢né Skody ve vynosu a kvalité
rostlin, nasledné i jejich produktt (Hadidi et al. 2004). Jsou zodpovédné za celou fadu
chorob vyznamnych plodin po celém svété. Nékteré z nich, zejména choroby dievin,
jsou pro rostliny letalni (Weintraub a Jones, 2010). Konkrétné¢ jsou spojovany
S onemocnénimi vice nez tisice druht rostlin z 98 celedi. Geograficky jsou fytoplazmy
rozsiteny nejméné do 85 zemi (Gasparich, 2010) a ocekava se dalsi Sifeni

do chladnéjsich oblasti z divodu globalniho oteplovani (Oshima et al., 2013).

Zemepisné rozsiteni a disledek onemocnéni zavisi na hostitelskych rostlinach,
stejné tak jako na chovani hmyzich vektort. Nékteré fytoplazmy jsou hojné rozSiteny
diky sirokému spektru hostitelskych rostlin a polyfagnim vektoram (jsou schopni
piijimat potravu zcelé fady rostlin). Napi. Candidatus Phytoplasma Asteris' je
spojovana s vice nez 80 druhy rostlin. Experimentalné je pienosnd vice nez 30 druhy
hmyzu na vice nez 200 druhu rostlin (Firrao et al., 2007, Weintraub a Jones, 2010).
Vétsina fytoplazem vSak napada pouze omezeny okruh rostlin a vyuziva jen oligofagni
nebo monofagni vektory, coz snizuje jejich rozsiteni (Weintraub a Jones, 2010). Urcity
druh rostlin mtze byt ptilezitostné infikovan i vice nez jednim typem fytoplazem. Dale
bylo prokazano, ze jedna rostlina mize byt infikovana jednim klicovym typem
fytoplazmy a zaroven jednou nebo vice typy fytoplazem, které jsou pfitomny v nizSich
titrech. Tato koinfekce (soucasna infekce dvéma popi. vice druhy choroboplodnych
zérodkll) miize prispét k vyméné genetické informace a k vyvoji novych kmenu

(Gasparich, 2010).

Fytoplazmy piedstavuji zna¢né riziko v obtizné detekci a identifikaci (Hadidi
et al., 2004). Prvni diagnostické metody byly zavislé na charakterizaci Symptomu
a pozorovani fytoplazem v ultratenkych fezech tkani nemocnych rostlin elektronovym
mikroskopem (Gasparich, 2010). V soucasné dobé se vyuziva fada molekularné
biologickych metod, napf. imunologické, hybridiza¢ni nebo amplifika¢ni. Jejich
nevyhodou je, Zze pomoci jednoho takového testu obvykle detekujeme pouze jednoho
patogena. Rychle a simultanné Ize stanovit az stovky patogeni pomoci

DNA- mikroc¢ipi, se kterymi Vas blize seznamim na nasledujicich strankach.
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2. Literarni prehled

2.1 Charakteristika fytoplazem

Fytoplazmy (rod ‘Candidatus Phytoplasma’) jsou drobné bakterie bez bunééné
stény z ttidy Mollicutes. Doi et al.(1967) pozorovali pomoci elektronového mikroskopu
Vv buiikach aster ovalné utvary podobné zivo¢isSnym mykoplazmam, odtud dfive znamy
nazev MLO’s - mycoplasma-like organism (mykoplazmam podobné organismy). Jsou
obklopeny jednoduchou (trojvrstevnou) membranou a jejich specifické zivotni naroky
neumoznuji kultivaci in vitro. V jednotlivych prifezech vzorkd TEM (transmisni
elektronova mikroskopie) se jevi jako pleomorfni kulovité bakterie (obr. 1) o velikosti
200 — 800 nm (Lee et al., 2000; Hogenhout et al., 2008). Nékteré dalsi studie dokazuji
vlaknity tvar. Napi. Haggis a Sinha (1978) pozorovali kratké, rozvétvené, vlaknité

formy v SEM (skanovaci elektronova mikroskopie), vV preparatech z mrazového lamani.

Obrazek 1: Snimky Fezi sitkovic z rostlin napadenych fytoplazmami. Foceno pfi riznych velikostech
transmisnim elektronovym mikroskopem. Patrné jsou pleomorfni tvary fytoplazem. Pievzato z Bertaccini 2007.

11



V rostlinach se fytoplazmy nachazeji ve floému - vodivém pletivu
specializovaném pro transport zivin. Obcas se vyskytuji i v buiikdch lykového

parenchymu (zajist'uji transport Zivin na kratké vzdalenosti) (Weintraub a Jones, 2010).

Primarné jsou pfenaseny sajicim hmyzem z tadu Hemiptera, ktery zahrnuje celed’
kiisovitych (obr. 2a) (Cicadellidae), svitilek (Fulgoromorpha) a merovitych (Psyllidac)
(Lee et al., 2000; Hogenhout et al., 2008). Po nakaze vektorti prochazeji fytoplazmy
sténou traviciho traktu do hemolymfy, nasledné do bungk slinnych zlaz, kde se mnoZi.
Inkubacni doba je 10 dnii az 3 tydny. Pravé tehdy napadaji dal§i tkan&. Takto
infikovany hmyz saje na novych hostitelskych rostlinach a spolu se slinami je pfenasi
do lyka (Oshima et al., 2013). Pro n¢které hmyzi hostitele mohou byt fytoplazmy
patogenni, ale na vétSinu vektori nemaji negativni vliv. Ve skute¢nosti mohou zvySovat
plodnost a ovliviiovat jejich chovani (létani; preference druhii rostlin, kterymi se zivi)

(Hogenhout et al., 2008).

Ve viceletych rostlinach a infikovanych vektorech mohou fytoplazmy pfezimovat.
Sifeni a pribéh onemocnéni jsou obvykle ovlivnény hustotou inokula a pFitomnosti
vektoru. Déle se mohou S$ifit vegetativnim mnoZenim (fizky, hlizy, oddenky, cibule).
Mechanicky jsou prakticky nepfenosné. Nepienasi se ani semeny rostlin a vajicky
hmyzu (Christensen et al., 2005, Weintraub a Jones, 2010). Rostliny napadené
fytoplazmou vykazuji fadu specifickych a nespecifickych ptiznakl, které poukazuji
na hluboké naruSeni normalni rovnovahy riastovych regulatora (Bertaccini, 2007,
Hogenhout et al., 2008). Nicméné piesné mechanismy podilejici se na rozvoji téchto
piiznaka a jejich fidicich gent stale nejsou dostate¢né prostudovany. Mezi specifické
piiznaky (2b, 2c) patii virescence — vyskyt zeleného zbarveni (obvykle zptsobeny
tvorbou chlorofylu) v ¢astech, které normalné zelené nejsou, zejména u kvétnich obalt,
fylodie — zména kvétnich organti na struktury podobné listu (angl. ,,phyllody*) a dalsi
abnormality, které vedou k neplodnosti rostlin, metlovitost (abnormalni proliferace —
zmnozovani — vyhonl) — dochazi ke ztraté apikalni dominance (angl. ,witches'
broom®), zkracovani nebo prodluzovani internodii, zvétSené palisty a hnédé zbarveni
floémové tkané. K méné specifickym piiznakim, které se b&zn& vyskytuji hlavné
u dievin, patii zloutnuti a Cervenani listd, svinutka, nekrozy, pfedfasné podzimni
zbarveni a ptredCasna defoliace, tidké olisténi, odumirani, zakrnéni celkového ristu
a ubytek rostlin. Ve vzacnych ptipadech se piiznaky vitbec nemuseji projevit nebo mize
dojit k jejich doasnému ¢i trvalému zmirnéni (Andersen, et al., 2013, Weintraub

a Jones, 2010, Kudela a Braunova, 2007). Mohou se li§it v zavislosti na druhu
12



fytoplazmy, druhu hostitelské rostliny, stadiu onemocnéni, staii rostliny v dobé infekce
a odlisnych environmentalnich podminkach. V neposledni fadé¢ se podili na vyvoji
choroby tada faktort, jako je koncentrace a virulence patogena nebo produkce toxint.
(Weintraub a Jones, 2010).

Obrazek 2: Hostitelé fytoplazem; a) vektor z Celedi kiisovitych (Cicadellidae); b) trapatka nachova
(Echinacea purpurea) infikovana fytoplazmou ze skupiny 16Sr-IX-C; c) jetel lu¢ni (Trifolium pratense) infikovany
fytoplazmou ze skupiny 16Sr-I; Zdroje: a) a, b) ptevzato z: Strauss, 2009; c) foto autorky, 2012.

Fytoplazmovy genom se sklddd z jednoho chromozomu a nékolika plazmidi
s unikatnim genem pro replikaci. Chromozom je velmi maly (680-1,600 kb) a ma nizky
obsah guaninu a cytosinu (21 - 28 %). Pravé takové genomy parazitarnich
a/nebo symbiotickych bakterii jsou slozeny pievazné z funkénich gend (geny
pro replikaci DNA, transkripci, translaci a translokaci bilkovin). V metabolickych
drahdch jsou casto patrné zasadni rozdily, které se odrdzi ve zplsobu zivota
a postupném vyvoji patogena. Ztrata jednotlivych genii je zpiisobena s nejvétsi
pravdépodobnosti tim, Ze mnoho metabolitd je k dispozici Vv hostitelské burce.
Fytoplazmy nemaji geny pro enzymy citratového a pentézového cyklu, biosyntézu
sterolti, mastnych kyselin, vétSiny aminokyselin a nukleotidi (de novo). Misto toho maji
vice kopili genli pro transportni mechanismy, coZ naznacuje vysokou zavislost
na slozkach metabolismu svého hostitele (Oshima et al., 2013; Bertaccini, 2007,
Hogenhout et al., 2008). Ve srovnani s piibuznymi mykoplazmami chybi fytoplazmam
n€kolik rekombinantnich a DNA modifikujicich funkci. Misto toho se v genomu
nachazi velké mmnoZstvi repetic uspofadanych do velkych klastrli potencidlnich
mobilnich jednotek (PMU, z angl. ,,potential mobile unit“). PMU umoZiuji vytvofeni

variability genomu a snaz$i komunikaci s prostiedim (Bai et al., 2006).
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Fytoplazmy maji cca 500 — 840 genti a pfiblizn¢ 40-50 % znich koduje
hypotetické proteiny (jejich funkce zatim nebyla prokazana). Vsechny dosud
osekvenované genomy obsahuji gen sodA kodujici protein, ktery mulize inaktivovat
ROS - reaktivni formy kysliku (Oshima et al., 2013, Weintraub a Jones, 2010). Pravé
jednou z prvnich odpovédi buiiky po uspé$ném rozpoznani patogena je produkce ROS
v tzv. oxidativnim vzplanuti, kdy dochazi ke zvySené spottebé kysliku a tvorbé
kyslikovych radikala, které maji vyrazné bakteriocidni ucinky (Torres, 2006).
Vzhledem Kk tomu, Ze mykoplazmy gen sodA neobsahuji, muze pravé on pomahat

fytoplazmam proti obrané rostlinné buniky pomoci ROS (Oshima et al., 2013).

2.2 Detekce a identifikace fytoplazem

Detekce fytoplazem se vice nez 20 let spoléhala pouze na mikroskopické
pozorovani, piedev§im na fluorescenéni (DAPI, 4’-6-diamidino-2-fenylindol
tj. fluorescencni barvivo, které se pevné vaze na DNA) a elektronovou mikroskopii

ultratenkych fezii rostlinnych pletiv.

Na pocatku 80. let 20. stoleti byly piipraveny prvni polyklonalni protilatky proti
riznym fytoplazmovym antigenum. Bylo ale obtizné ¢isténi jednotlivych antigennich
frakci. Po ptekonani tiskali purifikace byly ptipraveny protilatky pro rtizné taxonomické
skupiny, které jsou velmi G¢inné v imunosorpéni elektronové mikroskopii (ISEM),
fluorescen¢ni mikroskopii, western blotu a v ELISA testech (enzymova imunosorp¢ni
analyza, z angl. , Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay*). 1 pies zna¢né usili
ale vykazuji testy kiizové reakce s riznymi skupinami nebo dokonce pozitivni reakce
se zdravymi kontrolnimi rostlinami (Firrao et al., 2007). Pro vybrané skupiny -
fytoplazmovou Zloutenku aster (AY — Aster yellows) (Lin a An Chen, 1985),
fytoplazmovou Zloutenku prvosenek (Clark et al., 1989), zlaté Zloutnuti révy (FD -
flavescence dorée) (Seddas et al., 1996), proliferaci jabloné¢ (AP — apple proliferation)
(Loi et al., 2002), zlutou zakrslost ryze (RYD - Rice yelow dwarf) (Chang et al., 1995),
stolbur rajcete a fylodii jetele (Garnier et al., 1990) - byly z téchto divodu pfipraveny
specifické monoklonalni protilatky. Komeréné dostupné jsou ELISA testy
pro diagnostiku ekonomicky vyznamnych onemocnéni FD a AP. Sérologické metody
jsou snadnou a levnou variantou pro masovy screening vzorkd. Nevyhodou je jejich

Spatna citlivost u vzorka s nizkym titrem patogent (Firrao et al., 2007).
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Dnes se fytoplazmy bézné detekuji technikami zaloZzenymi na analyze nukleovych
kyselin (NK). V devadesatych letech byly naklonovany prvni fytoplazmové DNA sondy
(ndhodn¢ klonovana DNA nebo komplementarni RNA). Na zakladé téchto
naklonovanych fragmentd byly ziskany specifické primery pro konkrétni druhy
fytoplazem. K detekci celého spektra fytoplazem jsou navrhovany nespecifické primery
do konzervovanych oblasti (napt. 16S rRNA, ribozomalni protein, Tuf gen, 16S - 23S
spacer). Dosud znamé fytoplazmy jsou bézné rozliSitelné pomoci RFLP analyzy genu
16S rRNA za pouziti fady restrikénich enzyma (RFLP z angl. ,,Restriction Fragment
Length Polymorphism®, polymorfizmus délky restrikénich fragmentl). Na zakladé
ziskanych restrikénich map, charakteristickych pro danou skupinu, Ize identifikovat
neznamé fytoplazmy. (Firrao et al., 2007; Bertaccini a Duduk, 2009). Problémem piimé
amplifikace je nizkd koncentrace fytoplazmové DNA. Té¢ je vétSinou v DNA
extrahované z tkan€ méné neZ 1 %. Specialni protokoly izolace se zabyvaji snizovanim
obsahu polyfenolickych a polysacharidovych inhibitort, které mohou branit prib&hu
reakce. Citlivost a specificita detekce se zvysuje také pomoci ,,nested PCR. Cilem této
metody je pripravit DNA-fragment dostateéného mnozstvi a odpovidajici Cistoty. Snahou
dalsich vyzkuma je ziskat rychlou, spolehlivou a ekonomicky vyhodnou techniku
bez nebezpeti falesné pozitivnich vysledki. (Bertaccini a Duduk, 2009). V soucasné dobé
se k presné kvantifikaci a efektivni detekci vyuziva real-time PCR. V porovnani s ,,nested*
PCR je vysoce citliva a vysledek neni nutné elektroforeticky hodnotit. Tim je také méné

nachylna ke kontaminaci amplikonti a pracovnich ploch (Christensen et al., 2012).

K dalsimu porozuméni biologie a patogenity pfispiva sekvenovani a nasledna
analyza genomil. V souCasné dob¢ je zvefejnéno pét kompletné osekvenovanych
fytoplazmovych genomi. Jedna se o kmeny Onion Yellows M a Aster yellows
witches‘-broom pattici do ribozomalnich podskupin 16Sr-1-B a I-A, dale pak kmeny
,,Candidatus Phytoplasma australiense* (16Sr-XII) (podskupina tuf-Australia; rp-A)
a ,,Candidatus Phytoplasma mali“ (16Sr-X). Vroce 2013 knim piibyl kmen
»Strawberry lethal yellows phytoplasma" patiici do ribozomalni skupiny 16Sr-XII
(Weintraub a Jones, 2010; Andersen, et al., 2013).

Hlavnim problémem ve vyvoji vysoce vykonnych, spolehlivych metod
pro detekci fytoplazem je obtizné ziskani reprezentativnich extraktli nukleovych
kyselin. Pfi¢inou je velmi nepravidelnd distribuce fytoplazem v infikovanych rostlinach.
Nejspolehlivéjsi metodiky proto zahrnuji sbér a nésledné testovani dil¢ich vzorka

Z riznyCh ¢asti individudlnich rostlin. Diagnostické postupy ziskané za poslednich

15



15 let se dnes bézné pouzivaji a jsou vhodné k detekci onemocnéni V rostlinném
rozmnozovacim materialu a K identifikaci vektord, ¢imz se zabrani Sifeni

a ekonomickym ztratam (Firrao et al., 2007).

2.3 Amplifikacni metody analyzy nukleovych kyselin

Molekularné biologické metody diagnostiky patogenti nemusi byt vzdy dostate¢né
citlivé, obzvlast’ dochazi-li pti izolaci nukleovych kyselin ke ztratam. Proto se hledal
vhodny zplisob, jak i sebenepatrn€j$i obsah nukleové kyseliny namnozit, tak aby byl
dobie detekovatelny zvolenou technikou. Re$enim se staly amplifikaéni metody

zaloZené na polymerazové fetézové reakcei (Pavlik, 2002).

2.3.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PCR byla jako laboratorni technika koncipovana K. Mullisem v roce 1983
Vv laboratofich Cetus Comporation v Kalifornii. K technickému provedeni PCR, jak
ho zndme dnes, vedla dlouhd a nesnadna cesta vyvoje (Pavlik, 2002). PCR umoznuje
vytvaiet kopie vybrané¢ho tiseku DNA prostiednictvim DNA-polymerazy (ve sméru
5'— 37). Kazd4 nov¢ nasyntetizovand molekula DNA se stava piedlohou pro vznik
dalSich, ¢imz se dany usek exponencialné namnozi — amplifikuje (fddove desitky

az stovky miliard kopiti).

Zakladni slozky PCR (ptfevzato z: Markova, 2011):
¢ Piivodni molekula DNA, kterd ma byt kopirovana (templat).

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

e K vyrobé kopii DNA je potieba enzym DNA-polymeraza. PCR zahrnuje
nékolik vysokoteplotnich kroki, pro které je nutnd jeji odolnost. Pochéazi proto

z bakterii Thermus aquaticus, které ziji v horkych pramenech pii teplotach
90 °C.

e K vytvotfeni nové DNA potiebuje polymeraza nukleotidy. Ty jsou dodavany
ve form¢ nukleosid trifosfatt (ANTPs).
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Cely proces amplifikace lze rozdé&lit na tii teplotné odlisné kroky (obr. 3):
1. Denaturace ds DNA pti 92 — 96 °C.

2. Annealing: teplota klesne na 45 — 65 °C (dle chemického slozeni primert)
a primer se komplementarn¢ navaze k ptivodnimu vlaknu.

3. Prodluzovani dcefiného ftetézce od ukotvenych primert pii teploté 72 °C
za pouziti dNTPs.

K vyhodnoceni klasické PCR se pouziva gelova elektroforéza, pti niz se jednotlivé

fragmenty rozdé¢li podle velikosti.

®

denaturace (= 95 °C) l G) 2
nasednuti primer( (= 50 °C) \ @ s A
29,
_ '@
replikace (= 70 °C) l @ * @

Obrazek 3: Schéma PCR. @ denaturace ds DNA (Zluté vyznacena cilova sekvence), @ nasedani primert
(vyznaceny zeleng), ® prodluZzovani fetézce (smér vyznacen Cervenymi Sipkami). Pievzato z: Kodicek, 2007

2.3.2 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (~ real-time PCR)

Ve snaze zvysit rychlost a citlivost detekénich metod byla vyvinuta real-time
PCR. Ta je zalozena na klasické PCR a pfiristky nové vzniklych amplikont jsou
kontinualn¢ sledovany béhem kazdého cyklu fluorescenénimi detekénimi technikami
(Weintraub a Jones, 2010). Fluorescenéni signal je automaticky zaznamenavan
ptistrojem do ktivek (obr. 4B), které jsou nasledné analyzovany. Zakladni podminkou je
pritomnost specifického nebo nespecifického fluorescenéniho substratu (detekéni
sonda), ktery se vaZe na syntetizovanou DNA (Stéastkova et al., 2012). Specifickou
sondou rozumime fluorescenné znacenou synteticky piipravenou kratkou sekvenci

nukleotidli komplementarni k hledanému useku DNA. Hybridizaci studovaného vzorku
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se sondou, ktera je nasledné stépena polymerazou béhem prodluzovani fetézce, dochazi
k naristu fluorescence. Nespecificka sonda, jakou je napi. SYBR green (obr. 4A),
se vaze nahodn¢ do ds DNA (Demnerova, 2012). Mnozstvi fluorescence je umérné
logaritmu koncentrace cilové sekvence. Vyhodou metody oproti klasické PCR je
moznost kvantifikace syntetizovaného produktu. Kvantifikace muize byt jednak
relativni, tj. porovndni s jinou skupinou vzorkd (kontrolni vzorky apod.), jednak
absolutni, tj. vypocet z kalibra¢ni kiivky rekombinantni DNA o zndmém mnozstvi.
Pti hodnoceni plati skutecnost, ze ¢im vyssi je obsah nukleové kyseliny v testovaném

vzorku, tim rychlejsi je prirtstek fluorescence (Stastkova et al., 2012).

Mezi studované vzorky je potieba zatfadit i nékolik kontrolnich vzorkd, tedy
pozitivni a negativni kontroly (obr. 4B). Pozitivni kontrolou jsou vétSinou
housekeepingové geny. To jsou geny pro zachovani zékladnich funkci ptislusného

organismu a maji ve sledovanych vzorcich stale stejnou expresi (Cizkova, 2005).

A B w " "z
) 1. denaturace plateau" faze
® ® w | o00000 pozitivni kontrola
e ©
Liiiiiiiiiiiilil L
5T ]
2. annealing £ J
. @® b linedrni faze |
13 -
w00 e f
<IN ENNNNERNEN =, L )J

9

/

- exponencialni faze 4
Baseline o —
88 negativni kontrola

3. prodluzovani fetézce

1 1 1 I 1 1 1 J

pocéet cykla

Obrazek 4: Real-time PCR. A) Nespecifické znaceni sondou ,,SYBR green® (F), ktera se vmezetuje
do ds DNA. Prevzato z: Bioneer comporation, 2011; B) Kfivka nartstu fluorescence pozitivni a negativni kontroly.
Baseline: prvni cykly PCR s nizkym fluorescenénim signalem nad pozadim. Exponencidlni faze: teoretické
zdvojnasobeni produktu tvoii exponencialni rist signalu. Linearni faze: mnozstvi reaktantt se zacind snizovat
a ucinnost reakce klesa. ,,Plateau® faze: reaktanty byly vycerpany. Reakce nemtize produkovat dalsi fluorescenéni
signal. Pfevzato z Abbott molecular, 2014.
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2.4 Hybridizani metody analyzy nukleovych kyselin

Tradi¢ni hybridiza¢ni testy byly wvyvinuty v 70. letech 20. stoleti. Jsou
zkonstruovany pruznymi nitrocelulézovymi nebo nylonovymi membranami a vétSinou
jsou radioaktivné znaceny. Jejich paralelni, moderni verzi jsou DNA mikroCipy
vyuzivajici pevnych podkladi a fluorescencniho znafeni a detekce. Zasadni prevrat

biologické analyzy piedstavuje i miniaturni format mikrocipu (Schena, 2000).

2.4.1 DNA mikroc¢ipy (angl. ,DNA microarrays®)

Poprvé byly DNA mikrocipy charakterizovany v roce 1995. SlouZily pro analyzu
rozsahlych modelti exprese nékolika gent. Od té doby byly aplikovany do mnoha
oblasti biologického vyzkumu. Dnes se mimo jiné vyuzivaji v diagnostice, genomice
(sekvenovani, analyza exprese genti, mapovani polymorfismi — SNP, z angl. ,.Single
Nucleotide Polymorphism“ — jednonukleotidovy polymorfismus) farmakologii nebo
ve vyzkumu rakoviny a dalSich biomedicinskych oborech (Hadidi et al., 2004).

Zakladem mikroCipti jsou biomolekuly (DNA, RNA, proteiny) umisténé
ve znamém uspoiadani na pevném podkladu (angl. ,,glass slide“). Ten se podoba
podloznimu sklicku do optického mikroskopu (obr. 5). Pro jejich konstrukci mohou byt
vyuzity ruzné nosice, napi. ze skla, kifemiku, plastu nebo porcelanu. Vhodné jsou i
mikrotitracni desticky ¢i membrany. Na c¢iré sklo se nukleové kyseliny Spatné¢ vazi.
Z toho duvodu je povrch rizné upravovan. Jednou z moznosti je pouziti hydrofobnich
polymert, napt. Poly-L-lysin, aminosilan, epoxysilan apod. Sklo miize byt také oSetieno
fyziologickym roztokem, ktery se kovalentné¢ vaze na DNA-sondy. Tim zamezime
jejich odstranéni pii hybridizaci a nasledném promyvani. K detekci radioaktivné
znacené nukleové kyseliny byva sklo potazeno nylonovou membranou (Heller, 2002).
Vyhodou sklenénych podkladii je odolny materidl, ktery snese vysoké teploty
a promyvaci roztoky s vysokou koncentraci soli. Je neporézni, DNA miZze byt
kovalentné navazana ptimo na specidlné oSetfeny povrch. Sklo mé nizkou fluorescenci,

¢imZ nijak nepftispiva k tzv. ,,Sumu® na pozadi (Cheung et al., 1999).
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Analogie s pocitacovymi Cipy, ve kterych je na malou plochu sméstndno mnoho
prvkl mikroprocesoru, je v tom, ze Ize na takto malou plochu pevného podkladu vedle
sebe pfipevnit rizné sondy. Na plose 10 az 500 pym mtze byt od 100 do 1 000
testovacich mist. Sondy jsou pfipevnény ke zvolenému povrchu kovalentné
nebo nekovalentné. Sondami mohou byt bud’ syntetické oligonukleotidy, produkty PCR
nebo vétsi fragmenty DNA/RNA. (Heller, 2002; Cizkova, 2005).

w_—

e
—

—

Obrazek 5: Priklad DNA mikrodipu (Pievzato z: http://www.bioexpress.com)

DNA mikro€ipy jsou zalozeny na parovani komplementarnich bazi (A-T a C-G
pro DNA; A-U a C-G pro RNA). Tato specifickd vazba umoziuje hybridizovat cilovou
DNA/RNA (angl. ,target*) k sondé (obr. 6).

Fluorescenéni
znacka

Obrazek 6: Schéma hybridizace. Hybridizujici sekvence (angl. ,target“) DNA se na zakladé
komplementarity bazi ,,prilepi“ k fluorescenéné znacené probé (Zdroj: autorka)
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Samotny experiment se sklada ze ¢ty zakladnich laboratornich krokt:

1) Ptiprava vzorku a jejich znaceni
2) Hybridizace
3) Promyvani — odstranéni piebytku vzorku

4) Ziskani a nasledna analyza obrazu

Pro hybridizaci na Cipu potiebujeme znacenou DNA (popt. cDNA). K jejimu
ziskani jsou kli¢ové nasledujici kroky izolace nukleové kyseliny, u RNA piepis, pomoci

reverzni transkripce, do CDNA a nasledné znaceni (Cizkova, 2005).

Znaceni hybridizujicich sekvenci

Pfed nebo po hybridizaci na Cipu musi byt vzorky vhodné oznaceny. Na vybér

mame z nékolika druhti znaceni:

e Piimé — znacené nukleotidy nebo primery jsou piimo zabudovany do vzorku
napt. v pruibéhu PCR

e Neprimé — do vzorku jsou vkladany (téz napt. pomoci PCR) modifikované
nukleotidy, na né€z se dodate¢né (po skonceni PCR) vaze fluorescenéni barvivo

e Dendrimerni - systém neni zavisly na zaclenovani modifikovanych nukleotidt

a mize byt pouzity i k zesileni signalu (viz dale)

Dendrimery

Dendrimery jsou rozvétvené syntetické vysokomolekularni az makromolekularni
vrstvené polymery (obr. 7). Regulaci syntézy lze pfesné upravovat jejich molekularni
hmotnost a chemické slozeni. (Lee et al., 2005). V metodikach mikroCipovych testd
maji dvoji vyuziti. Bud’ mohou slouzit jako tzv. ,linkery* (spojuji oligonukleotidové
sondy s pevnym podkladem mikro¢ipu — obr. 8) nebo ke znaceni hybridizujicich
sekvenci. V prvnim ptipadé dendrimer umoziuje pohyb sondy daleko od povrchu
sklicka a snaz$i hybridizaci, ve druhém ptipadé (obr. 9) zvysuje citlivost testu, coz

umoznuje detekci malych mnozstvi biologickych objektti (Caminade et al., 2006).
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Obriazek 7: Schéma syntézy dendrimeri. Cervend naznadeny funkéni skupiny (f). Zdroj: Upraveno podle
Caminade et al., 2006 a The Genisphere (http://genisphere.com/our-technology) 2000.

® = fluorescenéni znadka

= = tzv. "linker" meazi
sklickem a sondou
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Obrizek 8: Vyuiti dendrimeri v mikroéipovych testech. Zluté naznadena hybridizujici sekvence, Gervend
naznacéeno umisténi dendrimeru s funkei ,,linkeru® a dendrimeru jako znacky. Zdroj: upraveno podle Caminade et al.,

2006.
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Obrazek 9: Priklad dendrimerniho znaceni ,,3DNA ® dendrimer*. Znaceni odpovida 45 fluorescenénim
barvickam (Cy3, Cy5) a obvykle se pouziva pro nepiimou detekci. Zluté naznatena hybridizujici sekvence, Gervené
fluorescenéni barvivo (Cy3 nebo Cy5) Zdroj: upraveno podle Caminade et al., 2006.
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Fluorescenéni znaceni a fluorescence

Pro znaceni vzorkli jsou nejvhodnéjsi a v dnesni dobé nejCastéji pouzivana
fluorescencni barviva. Fluorescencni barvivo je barvivo, jehoz molekuly jsou schopny

fluorescence (viz obr. 10).

........

excitace excitovany  fluorescence
stav

Obrazek 10: Princip fluorescence. Excitace: molekula ozafované latky absorbuje foton s energii, ktera se
spotfebuje na pievedeni 1 vazebného elektronu ze zakladniho stavu do stavu vys§iho. Excitovany stav: elektrony se
pohybuji kolem jadra ve vétsi vzdalenosti (nestabilni). Fluorescence: pii navratu elektronu do zakladniho stavu se
energie opét vyzaii ve formé fotonu. Vlnova délka emitovaného svétla (zelena Sipka) je delsi nez vinova délka svétla,
které fluorescenci excitovalo (fialové ipka). Zdroj: Ustav biologie Lékatské fakulty (http://biologie.upol.cz/metody).

Cyaninova fluorescenéni barviva ,.CyDyes*

Barviva ,,CyDyes* jsou nizkomolekularni cyaninova barviva obsahujici fluorofor,
ktery zptisobuje fluorescenci. Jedna se 0 funkéni skupinu na bdzi aromatickych
heterocyklickych struktur obsahujicich vzdy jeden nebo vice atomt dusiku, ptipadné
jesté atomy siry a kysliku jako heteroatomy (napt. pyrol, indol, imidazol, pyridin,
chinolin a thiazol). Tyto struktury jsou spojeny methinovymi mistky a dohromady

vytvaii systém konjugovanych dvojnych vazeb (Vitamvas et al., 2010).

Nejpouzivangjs§imi fluorofory v molekularni biologii, tedy i pro analyzy pomoci
DNA-¢ipt, jsou Cyanin 3 (Cy3) a Cyanin 5 (Cy5) (obr. 11). Tyto fluorofory vykazuji
efektivni kvantové vytézky, pfiméfenou fotostabilitu, jedine¢nd, nepiekryvajici se,
emisni a excitani spektra umoziujici ,,multiplex* analyzy (Miiller a Nicolau, 2004).
Cy3 emituje v Cervené oblasti viditelného svétla (VIS) a je excitovan zelenym laserem.
Cy5 emituje v modré oblasti VIS a je excitovan ¢ervenym laserem. Barviva jsou citliva
na svétlo, proto se uchovavaji v tmavych tubach. Pfi manipulaci s oznaCenymi vzorky
a gely je tfeba se vyvarovat jejich expozici na pfimém svétle (Vitamvas, et al., 2010).
Do biomolekul byvaji zaclefiovany enzymaticky, nej¢astéji pomoci reverzni transkripce,

ligace nebo PCR (Miiller a Nicolau, 2004).
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cy2 Cys
R - CH,-CH,-CH, R- CH,

n=1 n=2

Obrazek 11: Strukturni vzorec cyaninového barviva. Rozdil mezi Cy3 a Cy5 barvickami. Pfevzato z:
Vitamvas, et al., 2010

Hybridizace

Hybridizovat (viz obr. 6) mohou pouze jednovlaknové molekuly. Pokud
pracujeme s dvouvlaknovou nukleovou kyselinou, musime pied hybridizaci tyto
molekuly denaturovat. Retézce jsou pii sob& drzeny vodikovymi mistky (obr. 12).
Po prekroceni urcité kritické teploty dochazi k zaniku téchto interakci. Nejprve zanika
vazba A-T, ktera je uskute¢fiovana pouze dvéma vodikovymi mustky. Pozdé&ji zanika
vazha G-C se tiemi vodikovymi mistky. Prvni denatura¢ni procesy mohou nastat
uz pii 50 — 60 °C, podle slozeni DNA. K uplné denaturaci ale dochazi az pti 94 — 96 °C
(Ustav biologie Lékarské fakulty; http://biologie.upol.cz/metody).

o Vodik
© Kyslik
@ Dusik
© Uhlik
© Fosfor

Obrazek 12: Vodikové miistky. Interakce nastava u molekul, kde je atom vodiku vazan na silné
elektronegativni prvek, s alesponl jednim volnym (nevazebnym) elektronovym parem. V ptipadé nukleovych kyselin
to mize byt kyslik nebo dusik. Thymin (T) s adeninem (A) je spojen dvéma vodikovymi mustky, cytosin (C)
s guaninem (G) ttemi. (Upraveno podle: Wikipedia)
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Pii poklesu teploty pod teplotu tani dochazi k obnoveni vodikovych mustkt
procesem tzv. renaturace. Pokud jde o spojeni dvou molekul, které spolu diive spojeny
nebyly, mluvime o hybridizaci. Na vzniku a stabilit¢ vodikovych mustkt se podili
kromé¢ teploty i koncentrace iontll v prostiedi. Podminky hybridizace musi byt
dostate¢né piisné, aby vznikaly jen piesné sparované molekuly (Ustav biologie

Lékarské fakulty; http://biologie.upol.cz/metody).

Proces hybridizace na mikroCipu (obr. 13) probiha 16 az 24 hodin
pii 42 °C — 45 °C (cDNA sondy) nebo pti 42 — 50 °C pro oligonukleotidové sondy.
Sondou v molekularni biologii nazyvame nukleovou kyselinu, pomoci které
vyhledavame urcitou sekvenci ve vzorku. Po hybridizaci se piebytek roztoku

se vzorkem odstrani pfislusnymi pufry s detergentem.

Mezi studované vzorky je nezbytné zaradit 1 n€kolik kontrolnich vzorki, tedy
negativni a pozitivni kontroly, vzorky obsahujici pouze roztok pro tisk (blank) a kotvy.
Kotvy tvoifi fluorescenéné znacCené oligonukleotidy, které fluoreskuji i1 v pripadé,
ze na Cip neni hybridizovana zadna DNA. Laboratorni ¢ast predstavuje pifiblizné jen

wevr

vzniklého hybridizaéniho vzoru pomoci poéitatové techniky (Cizkova, 2005).

znafené zkoumané sekvence - "targets"

i (/&_9

5 7 g 2

/7 HYBRIDIZACE j "Z:‘T; =) ﬁz

+ = £
35353
PP

proby na mikroéipu

Obrazek 13: Schéma hybridizace na mikro¢ipu. Upraveno podle Stekel, 2003.
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Detekce a nasledna analyza obrazu

Vlastni hybridiza¢ni experiment je zakoncen skenovanim c¢ipu a uloZenim
ziskaného obrazu ve formé pocitatového souboru. Technologie ¢ipti tak poskytuje
,zdrojova data“ ve formé obrazi, které je nutné nasledné analyzovat (Cizkova, 2005).
Analyza zahrnuje zpracovani ziskaného obrazu, zhodnoceni kvality surovych dat
a jejich filtrovani, transformaci a normalizaci dat, statistické zpracovani ziskanych dat

a validaci vysledk.

Intenzita fluorescence je méfena laserem konfokédlniho mikroskopu (skeneru).
Laserovy zdroj se pouziva k excitaci fluorescence u fluorescenéné znacené DNA.
Fluorescencni obraz je ziskan excitatnimi a emisnimi filtry specifickymi pro pouzité
vlnové délky. Citlivost a dynamicky rozsah znaceni zavisi na detekénim systému.
Existuji fluorescencni skenery, které vyuzivaji Cervené a zelené lasery pro Cy3/Cy5

excitace. (Miiller a Nicolau, 2004).

Ziskany obraz se prevede z grafického formatu do datového souboru softwarovym
prilozenim miizky na obraz. Nasleduje identifikace boda a extrakce kvantitativnich dat.
Software pfiradi kazdému bodu jeho intenzitu a pomoci nékolika algoritmu se ziskaji
prumérné relativni intenzity fluorescence. Intenzity fluorescence se extrahuji
pro jednotlivé barvy oddéleng, tj. ve vice spektrech, kterym Fikame kanaly (Cizkova,
2005).

Dle poctu snimanych barev lze microarray experimenty rozdélit na:

e Jednokanalové (angl. ,,single channel®)

e Dvoukanalové (angl. ,,two channel*) — dualni znaceni vzorka

Pfi dudlnim znaceni vzorkl je mozné pfimo porovnat expresi sledovaného genu

mezi vzorky, které jsou na jediném ¢ipu.

Filtrovani nespolehlivych spotll vyuZziva statistické testy, variabilitu, primer nebo
SNR (z angl. ,signal to noise ratio®) — pomér signalu spotu a smérodatné odchylky
pozadi. Za nespolehlivé spoty se povazuji prekryvajici se spoty, spoty kontaminované
prachem, se silnym Sumem pozadi, s netypickou velikosti a tvarem, saturované spoty

nebo spoty, které se nenachazeji v ocekavanych pozicich.
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Nejsilngjsi strankou DNA-Cipt je rychld simultdnni detekce az tisicii jedinct
pomoci jednoho testu. Takovéto systémy provadéjici riizné multiplex analyzy produkuji

ovSem obrovské mnozstvi dat, cozZ je soucasné strankou nejslabsi.

Limitnim faktorem mize byt detekce pouze téch variant sekvenci, které jsou

na mikro¢ipu natistény.
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3. Cile prace

Cile prace jsou sestaveny podle zadani do nasledujicich bodu:

1) lzolace DNA/RNA fytoplazem z ptirodnich vzorki

2) Optimalizace PCR, pfip. multiplex PCR, tak aby bylo mozno pfipravit vzorky
na DNA-mirkocip nejlépe v jednom kroku

3) Sekvenovani a analyza sekvenci

4) Hybridizace vzorki na mikrocCip, analyza vysledki, vyhodnoceni uspé$nosti
jednotlivych prob a navrh novych prob dle ziskanych vysledkt

5) Detekce fytoplazem v uméle vytvofenych smésnych infekcich
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4. Material a metody

4.1 Vzorky

Pro praci byly pouzity sbirkové izolaty rostlinné DNA prof. Bertaccini z Italie
(viz tab. 11), ptirodni vzorky z rostlin (viz tab. 13), ze kterych byla izolovana celkova
DNA, ptipadn¢ RNA a izolaty DNA hmyzich vektorG prof. Navratila z Olomouce

(viz tab. 12). Z vybranych vzorkid byly michany umélé smésné infekce.

4.1.1 Izolace DNA a RNA

Veskera DNA byla izolovana z odebranych rostlinnych vzorkt pomoci kitu
NucleoSpin® Plant 11 (Macherey - Nagel, DE) a veskera RNA byla izolovana
z vybranych rostlinnych vzorka (viz tab. 13) pomoci kitu RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen, NL) ptesné podle ptilozenych navodid vyrobet.

Vsechny vzorky jsou uchovavany piti -20 °C.

4.2 Reverzni transkripce

RNA ma kratkou zivotnost a vétSina metod v molekularni biologii pracuje s DNA.
Proto se pro dalsi praci pfepise RNA do cDNA (~ DNA komplementarni k mRNA —
,messenger RNA). K piepisu byl pouzit kit iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
Kalifornie, USA) s nahodnymi hexanukleotidovymi primery. Reakce byla pfipravena

podle nadvodu (viz tab. 1) a probihala za stanovenych podminek (viz tab. 2).

Tabulka 1: P¥iprava reakéni smési pro reverzni transkripei. (MnoZstvi uvedeno pro jednu reakci.)

reakéni slozka mnoZzstvi [ul]
pufr 2
reverzni transkriptaza 0,5
vzorek RNA 7,5
10
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Tabulka 2: Schéma teplotnich podminek pro reverzni transkripci kitem ,,iScript cDNA Synthesis Kit*

teplota ¢as
25°C 5 min
42 °C 50 min
85 °C 5 min
4°C o0

4.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PCR slouzi k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA. V této
praci byla reakce vyuzita 1 pro znaceni hybridizujici sekvence (angl. ,target*). Znaceni
probihalo pomoci znacenych primert, vétSinou primeru s Orientaci ,,reverse®. K ziskani
specifickych fragmentd z gend ribozomalnich proteinti rps3, rpl22 a rpl9 byly pouzity

primery uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3: Primery pro amplifikaci a znaceni hybridizujicich sekvenci (Autor: Mgr. Ondiej Lenz,Ph.D.,
nepublikované udaje)

nazev sekvence orientace znadeni
rpS3 F1 TGGTGGGACATAAATTAGGTGA forward -
rpS3 F2 CGTTTATTTCCAAGAGCTAAAGG forward -
rpS3 Fco CCTCGAAAAGCACGTTTAGT forward -
rpS3 R1 TCCACCTAAACGACCTGAAA reverse Cy3
rpS3 Rd0 TACTTTAACTCCTAAAACTCC reverse Cy3
rpS3 R4 GTTCTTTTTGGCATTAACAT reverse Cy3/Cy5
rpS3 F5 AATGCTGTTCATAATTT forward -
rpS3 F6 AAATATTGAAGAAGCTCAAGC forward -
rpS3 F7 AAAGCACGTTTAGTTGTTGATTT forward -
rpS3 F8 GGACATAAGTTAGGTGAATTTTC forward -
rpS3 F8a GGACATAAGTTAGGTGAATTTTC forward Cy3
rpS3 F8b GGTTATAAATTAGGTTCTTTTGC forward Cy3
rpS3 R4 | TATTTAGTTCTTTTTGGCATTAACAT reverse Cy5
rpS3 F8as CATAAGTTAGGTGAATTTTC forward -
rpS3 F8bs TTATAAATTAGGTTCTTTTGC forward -
rpS3 F8bl TAGGTTATAAATTAGGTTCTTTTGC forward -
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Do reakéni smési byl pouzit PPP Master Mix (Top-Bio, CR). Reakce byla
namichana podle ndvodu vyrobce. Pro optimalizaci PCR bylo ptfidavano rizné mnozstvi
hofe¢natych jontd, 0 — 1 ul Mg?* a byla zkouSena riizna teplota annealingu (viz tab. 4).
Veskeré chemikalie byly béhem prace uchovavany v ledové tfisti. PCR probihala
v termocycleru (Peltier Thermal Cycler PTC-200) za definovanych teplotnich podminek
(viz tab. 5).

Tabulka 4: Pr¥iprava reaké¢ni smési s PPP Master Mixem. (Uvedeno mnoZstvi pro jednu reakci.)

reakéni slozka mnoZzstvi [pl]

2x PPP Master Mix 10,0
forvard 1,25
reverse 1,25

Mg 0,0-1,0
templat DNA (cDNA) 0,5

RNase/DNase-free H,O 6,0-7,0
20,0

Tabulka 5: Protokol teplot PCR. PCR probihala v termocycleru (Peltier Thermal Cycler PTC-200)
za nasledujicich teplotnich podminek.

teplota ¢as
uvodni denaturace 93 °C 3 min
denaturace 93 °C 30s
annealing 40 x 50 - 60 °C ) 1,5 min
elongace 72 °C 2 min
kone¢na elongace 72 °C 10 min
chlazeni 4°C 00

*) hodnoty podle optimalnich podminek jednotlivych reakci
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4.4 Kontrolni elektroforéza v agar6zovém gelu

Po PCR se 5 ul vzorku smichalo s nanasecim pufrem a SYBRgreenem. Smés byla
nanesena na 1% agar6zovy gel a elektroforéza probihala 12 minut v 0,5x TBE pufru
pri 100 V. K odecteni jednotlivych velikosti fragmentti byl na kazdy gel nanesen marker
(standardni restrikéni §t&p, obsahujici fragmenty o znamé velikosti) DNA FastRuler ™
Middle Range DNA Ladder (ThermoScientific, USA) (obr. 14). Po ukonceni

elektroforézy byl gel vyfocen na UV transilluminatoru.

Obrizek 14: Marker. DNA FastRuler™ Middle Range DNA Ladder. (ThermoScientific, USA).
Zdroj: http://www.thermoscientificbio.com/ [on-line 2014-03-15]

4.5 Purifikace PCR fragment( a sekvenovani

PCR produkty vhodné pro dalsi praci byly pie¢istovany kitem GenElute™ PCR
Clean-Up (Sigma-Aldrich, USA) podle navodu vyrobce. Purifikovana DNA byla

elektroforeticky ovérovana (viz kap. 4.4).

K ovéfeni spravnosti detekce byly precisténé produkty sekvenovany. Sekvenovani
bylo provadéno sekvenadnim servisem Biologického centra AV CR, v. V. i
na sekvenatoru ABI PRISM 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
pomoci kitu Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems,

USA) podle navodu vyrobce. Reakéni smés byla namichana podle schématu v tab. 6.

Tabulka 6: Reakéni smés pro sekvenovani precisténych vzorki po PCR. (MnoZstvi uvedeno pro jednu
reakci.)

mnoZzstvi [pl]

vzorek 3,0
primer 0,5
voda 4,0

7,5
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Analvza sekvenci

Sekvence byly ziskany ve formatu *.abl. a zpracovavany v programu FinchTV.
Upravené sekvence byly pfevedeny do FASTA formatu (textovy soubor ,*.txt*
ve kterém se nachazeji sekvence, tak aby kazda z polozek, zacinala na samostatném

radku znakem ,,>*).

Pro tvorbu tzv. alignmentl (sefazeni homolognich bazi pod sebe) byl pouzit

program ClustalW ptes rozhrani programu BioEdit.

Ziskané sekvence byly porovnavany s nukleotidovou databazi NCBI (National
Center for Biotechnology Information) na strankach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,

pomoci sluzby BLAST (Basic Local Aligment Search Tool).

4.6 Hybridizace

V této praci byl pouzit mikro¢ip Greiner Bio One (USA) s12 poli pro 12
individualnich hybridiza¢nich reakci. Na mikroCipu jsou proby (autor Mgr. Ondfej
Lenz, Ph.D.) pro detekci jednotlivych skupin fytoplazem, a pro nékteré druhy virt
(rozmisténi uvedeno v tabulce 14 v pfilohach). Proby byly na mikro¢ip natistény firmou
Lambda (Freistadt, Rakousko).

Precisténé hybridizujici sekvence byly smichany s hybridizaénim pufrem (500 pl
formamidu, 500 pl 20x SSC, 20 pl 10% SDS) v poméru 1:1 (15 pl vzorku a 15 pl
pufru), denaturovany pii 93 °C 3 minuty a zchlazeny na 4 °C. Na jedno pole mikrocipu
bylo naneseno 30 ul ptipravené smési. Hybridizace probihala pti 42 °C nejprve
60 minut, pozdé€ji ptes noc (tj. 16 hodin). Nasledné¢ byl mikroCip promyvéan pufry

o teploté 42 °C podle nasledujiciho schématu:

Promyvaci pufry
l. 2x SSC + 0,1% SDS 1 min.
. 1x SSC 1 min.
. 0,1xSSC 5 min.

Po promyti byl mikro¢ip ususen dnem vzhiru a nasledné skenovan na skeneru
Typhoon 9410 (Amersham Biosciences, UK) programem Typhoon Scanner Control

V. 4.0. Cely proces probihal za minimalniho pfistupu svétla.
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5. Vysledky

5.1 Priprava hybridizujicich sekvenci

Prvnim z hlavnich cili prace bylo ziskat a fluorescencné oznacit fragmenty DNA
(ptip. cDNA) fytoplazem vhodné k hybridizaci na mikro¢ip. Nejprve bylo potieba
optimalizovat podminky PCR, k ¢emuz byly pouzity sbirkové izolaty prof. Bertaccini
(Italie). Poté byla metoda optimalizovana pro ptirodni vzorky — izolaty z hmyzu

od prof. Navratila (CR) a vzorky rostlin sesbirané v okoli Ceskych Budgjovic.

Sbhirkové rostliny

,»Sbirkové rostliny* zahrnuji vzorky fytoplazem izolované z riznych rostlin
z celého svéta. Tyto izolaty byly pieneseny a uchovavany (mnozeny) V barvinku
razovém (Catharanthus roseus). K dispozici jsem méla charakterizované izolaty DNA
prof. Bertaccini, které slouzily jako vychozi material k optimalizaci detekéni metody.
Testovano bylo 15 primerd (11 ,forward“ a 4 ,reverse®) Vv raznych kombinacich.
Pouzity byly pro 445 reakci, z nichz 245 vyslo pozitivn¢ a 200 vySlo negativné.
Do pozitivnich vysledkt jsou zahrnuty reakce s produkty jakékoliv délky (Specifické
i nespecifické). Nejprve byly testovany nahodné zvolené dvojice primert. Primery
F6 + R4 pi1 60 °C s 1 ul Mg2+ se podatilo amplifikovat 5 skupin fytoplazem, konkrétné
lI-A, 1I-C, V-A, V-E, X-C, XI, XII a XII-A. Primery F7 + R4 pii 60 °C s 1 ul Mg®*
se podaftilo amplifikovat skupiny I-F, V-E, VII-A, X-C a XI. Oba pary primera jsou
specifické pouze pro nékteré skupiny fytoplazem, proto je amplifikuji snadnéji
nez ostatni. Ve snaze amplifikovat pomoci jednoho paru primert vSechny dostupné
skupiny fytoplazem, byly testovany reakce i pfi teplotach pod 50 °C (viz obr. 34 a 35
v ptilohach). Ani v tomto pfipadé se nepodafily najit vhodné podminky pro amplifikaci
vSech skupin a ani vysledky z mikro¢ipti nebyly idealni, proto byla tato verze zamitnuta.
V dalsi fazi testovani byly zkouseny kombinace tfech a vice primert v jedné reakci. Zde
nejlepsi vysledky vykazovaly primery F8as + F8bs + R4 pii 50 °C s 1 ul Mg®*, kterymi
se podafrilo uspésné amplifikovat 5 skupin fytoplazem, konkrétné I-C, I-F, II-A, 1I-C,
I11-A, V-E a XII. Nejvice skupin se podafilo amplifikovat kombinaci primert F8 + R4
pii 55 °C s 1 pl Mg®* (obr. 15), konkrétng I-A, 1-B, I-C, I-F, I1I-A, 11I-H, V-E, VI, IX,
X-B, X-C, Xl. Skupinu II Ize amplifikovat za stejnych podminek, pouze s ptidavkem
1,25 pl primeru F8b. Skupiny V-A a XlI lze nejlépe amplifikovat primery F6 + R4

pii 60 °C s 1 ul Mg®*. Skupinu VII je podafilo amplifikovat pouze primery F7 + R4
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pii 60 °C s1 ul Mg®. Vysledné optimalizace pro jednotlivé skupiny jsou shrnuty
v tabulce 7.

Obrazek 15: Piiklad amplifikace useku rpS3 genu fytoplazmové DNA ze sbirkovych izolatd. VVzorky
3 (sk. V1), 30 (sk. I-C), 9 (sk. 1), 4 (sk. IX) a 8 (X-C). Reakce s primery F8a (Cy3) + R4 (Cy5) pfi teploté
annealingu 55 °C, (+1 pl Mg?"). O&ekavana délka produkti je naznadena Sipkou. Primer F8a (Cy3) se sekventnd
shoduje s primerem F8 (viz tab. 3).

Tabulka 7: Optimalizované kombinace primeri pro detekci jednotlivych skupin fytoplazem. Odchylky
od optimalizované metody jsou vyznaceny cerveng.

skupina 16Sr podskupina kombinace primeri podminky
A
B

l. F8+R4 55 °C, Mg
C
F

A 2

I c F8+F8b+R4 55 °C, Mg**
A

1. F8+R4 55 °C, Mg**
H

y A F6+R4 60 °C, Mg

' E F8+R4 55 °C, Mg**

VL. F8+R4 55 °C, Mg*

VII. A F7+R4 60 °C, Mg**

IX. F8+R4 55 °C, Mg*

B )

X. F8+R4 55 °C, Mg

C

XI. F8+R4 55 °C, Mg*

XII. A F6+R4 60 °C, Mg®
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Izolaty DNA hmyzu

K dispozici jsem méla vzorky vyizolované DNA tfi skupin fytoplazem, konkrétné
skupiny 1., X., a XIl. Do reakce byly nejprve pouzity primery optimalizované
pro sbirkové vzorky: F8+R4 pii 55 °C s 1 pl Mg®* (viz obr. 16). Po nepfili§ usp&sné
amplifikaci byly hledany jiné vhodnéj$i kombinace primerd a Kk nim optimalni
podminky (viz ptilohy, obr. 32 a 33). Protoze nebylo mozné najit klasicky par, ktery by
amplifikoval vSechny tii skupiny fytoplazem, zvolila jsem kombinaci vice primeru.
Nejlepsi vysledky vykazovaly primery v kombinaci F8as+F8bstR4 pii teploté
annealingu 50 °C s pridavkem 1 pl Mg?*. Takto se podafilo amplifikovat skupiny I
a XII. Tyto skupiny byly testovany samostatné i v uméle vytvofenych smésich (obr. 17).
Izolaty obsahujici skupinu X se nepodafilo amplifikovat zddnymi z testovanych

kombinaci primert.

MARKER 75/52 216/5 280/23 75/35 202/6 267/17

Obrazek 16: Priklad amplifikace useku rpS3 genu z fytoplazmové DNA izolatd hmyzu. VVzorky 75/52
(sk. X), 216/5 (sk. XII), 280/23 (sk. 1), 75/35 (X), 202/6 (sk. XI1), 267/17 (sk. I) s primery F8 + R4 (Cy5) pti 55 °C
s piidavkem 1 pl Mg?". O&ekavana délka produktd je naznadena Sipkou.

280/23
MARKER 280/23

+
202/6

Obrazek 17: Priklad amplifikace tGseku rpS3 genu z fytoplazmové DNA izolatd hmyzu. Vzorky 280/23
(sk. 1), 202/6 (sk. XII) a uméle vytvorena infekce ze vzorkt 280/23 (sk. ) a 202/6 (sk. XIlI) s primery
F8as + F8bs + R4 (Cy5) pii 55 °C s pridavkem 1 ul Mg?*. Oekavana délka produktii je naznagena Sipkou.
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Prirodni vzorky

Vzorky rostlin byly sesbirané v okoli Ceskych Bud&jovic na zakladé specifickych
i nespecifickych ptiznaki (viz kap. 2.1 a obr. 2c). Vyizolovana DNA (viz tab. 13) byla
pouzita pro amplifikaci fragmentd optimalizovanymi primery. Usp&iné se podafilo
amplifikovat fytoplazmu v fepce olejce (Brassica napus) (obr. 18), jeteli lu¢nim
(Trifolium pratense), mifiku celeru (Apium graveolens) (obr. 19) a tfapatce nachové
(Echinacea purpurea) (obr. 20). Poté byly vzorky sekvenovany a hybridizovany
na mikrocCip. Na zaklad¢ vysledkl (viz dale) byly urCeny jejich skupiny.

Obrazek 18: Amplifikace dseku rpS3 genu fytoplazmové DNA z piirodnich vzorka. Vzorky jasan,
Fepka, svlacec, ofesak, Sefik, rajce a bez Cerny S primery F8+R4 (Cy5) pfi teploté annealingu 55 °C s pfidavkem
1 pl Mg?*. Ogekavana délka produktii je naznaGena Sipkou.

MARKER 108

Obrazek 19: Amplifikace useku rpS3 genu fytoplazmové DNA z pFirodnich vzorki. Vzorky vlevo:
hrusen, bolSevnik, jetel plazivy, smetanka 1ékatska, jetel lu¢ni; vpravo: celer s primery F8+R4 (Cy3) pii teploté
annealingu 55 °C s piidavkem 1 ul Mg?". O&ekévana délka produkti je naznacena Sipkou.
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MARKER Jablonn Trapatka

Obrazek 20: Amplifikace useku rpS3 genu fytoplazmové DNA z piirodnich vzorki. Vzorky jabloné
doméci a trapatky nachové s primery F8 + R4_| (Cy5), pii teploté annealingu 55 °C, (+1 ul Mg?"). O&ekavana délka
produktll je naznacena Sipkou.

5.2 Detekce fytoplazem z celkové RNA

U vybranych ptirodnich vzorku rostlin byla izolovana celkova RNA. Vyhodou
detekce fytoplazem z RNA muze byt vysoké mnozstvi kopii mRNA pfitomné v zivé
bunce, tedy i zvySené mnozstvi vychoziho templatu pro amplifikaci. 1zolace byla
provedena u vzorku fepky, svlacce, jetele luéniho, celeru, jablon¢ a tfapatky. RNA byla
piepsana ndhodnymi primery do ¢cDNA a nasledovala amplifikace optimalizovanymi
primery. Vzorky tepky olejky (obr. 21), jetele lu¢niho (obr. 23), jablon¢ domaci
a tfapatky nachové (obr. 22) vykazovaly pozitivni reakce. U svlace a celeru
se pritomnost fytoplazmy prokdzat nepodafila. V porovnani s amplifikaci stejnych

vzork testovanych z izolati DNA se vyrazné lepSich vysledkti dosdhnout nepodafilo.

MARKER cDNA p. cDNA

-
o ]

Obrazek 21: Amplifikace cDNA ze vzorku Fepky olejky. Reakce s primery F8 + R4 (Cy5), pti teploté
annealingu 55 °C s piidavkem 1 ul Mg?". cDNA: ptimo 0,5 ul vzorku cDNA; p. cDNA: pred amplifikaci byla cDNA

precisténa a do reakce bylo pouzito 6,5 pl precisténé cDNA. Ocekavana délka produkti je naznacena Sipkou.
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MARKER A

Obrazek 22: Amplifikace cDNA z p¥irodnich vzorki. Vlevo jablon domaci, vpravo tfapatka nachova.
Reakce s primery F8 + R4 1 (Cy5), pii teploté annealingu 55 °C. (A) bez pidavku Mg, (B) s 1ul Mg®*. Ogekavana
délka produktt je naznacena Sipkou.

MARKER  Jetel I.

Obrazek 23: Amplifikace cDNA ze vzorku jetele luéniho. Reakce s primery F8as + F8bs + R4 (Cy3)
pHi teploté annealingu 50 °C s 1 pl Mg?". O&ekéavana délka produktd je naznadena ipkou.
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5.3 Sekvenovani a analyza sekvenci

Sekvenovani slouzilo k ovéfeni amplifikovanych fragmentli. Sekvenovany byly
sbirkové izolaty prof. Bertaccini, izolaty DNA z hmyzu prof. Navratila a pozitivni
reakce ptirodnich vzorkd rostlin z izolatt DNA i RNA (viz vyse). Citelné sekvence
se podarilo ziskat od zastupci vSech 16Sr skupin sbirkovych izolath (viz tab. 8).
Nékteré sekvence byly ulozeny do nukleotidové databdze NCBI (identifikacni Cisla
sekvenci v tab. 8). U vzorku jetele lu¢niho a fepky olejky mizeme podle sekvence
porovnané s databazi (NCBI — BLAST) urcit skupinu fytoplazmy. Ob¢é sekvence
se shoduji s databazovymi vzorky skupiny | — ,Aster yellows* (viz ptilohy,
kap. 9.4 — sekvence 1 a sekvence 2). Ziskané sekvence byly pouzity spolu

se sekvencemi z databaze k navrhu novych prob.

Tabulka 8: Pfehled provedenych sekvenénich reakei s pozitivnim vysledkem. Uvedeny jsou pouzité
primery (pro jednu sekvenaéni reakci vzdy jeden primer) a vysledek z BLASTu + identifikacni ¢islo sekvence
uloZené v nukleotidové databazi na strankach http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

vzorek skupina 16Sr sekv.enaém' vysledek BLAST dentifikacoi
primer ¢islo (NCBI)
30 I-C F8, R4 I JQ900568.1
36 I-B F8, R4 I JQ900567.1
25 I-A F8, R4 I JQ900566.1
31 I-F F8, R4 I JQ900569.1
16 I-A F8, R4 I JQ900570.1
32 i-A F8, R4 i JQ900571.1
35 V-A R4, F8, R1, F2 V JQ900573.1
22 V-E F8, R4 \YJ JQ900574.1
3 VI F8, R4 VI JQ900575.1
37 VII-A F7,R4 VII -
VII-A F8, R4, F7 VII JQ900576.1
4 IX F8, R4 IX JQ900577.1
8 X-C F8, R4 X JQ900579.1
28 X-B F8, R4 X JQ900578.1
11 Xl F7, R4 I -
13 Xl F8, R4 i JQ900580.1
Jetel neurc¢eno R4 | -
repka neurc¢eno F8 I -
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5.4 Hybridizace

Hlavnim cilem prace bylo detekovat fytoplazmy pomoci hybridizace na DNA
mikroCipu. Postup hybridizace je popsan v kapitole 4.6. Po skenovani byla data
zpracovana pomoci programu ImageQuant TL v 2003.02. Celkem bylo provedeno
110 hybridizaci. Testovany byly i uméle vytvofené smésné infekce. Umélé smésné
infekce byly michany, tak ze do PCR reakce bylo dano od kazdého vzorku vybranych
izolatd 0,5 ul DNA.

Shirkové izolaty

Detekovat fytoplazmu pomoci hybridizace ze sbirkovych izolatti se podafilo
u vsech dostupnych skupin 16Sr -I (obr. 27), -1l (obr. 25), -I11 (obr. 28), -V (obr. 24),
-VI (obr. 26), -VI1I (obr. 36), -1X, -X (obr. 24), -XI, -XII (obr. 36).

Obrazek 24: Hybridizace. Vlevo ptiklad hybridizace vzorku 8 (sk. X-C) s primery F8 + R4 (Cy5) a vpravo
vzorku 35 (sk. V-A) s primery F6 + R4 (Cy5).

Obrazek 25: Hybridizace — dualni znadeni. Piiklad hybridizace vzorku 26 (sk. II-A). PCR reakce byla
ptipravena s primery F8a (Cy3) + F8b (Cy3) + R4 (Cy5).
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Obrazek 26: Hybridizace — dudlni znadeni. Piiklad hybridizace vzorku 3 (sk. VI). PCR reakce byla
ptipravena s primery F8a (Cy3) + R4 (Cy5).

Obrazek 27: Hybridizace — dualni znadeni. Piiklad hybridizace vzorku 30 (sk. I-C). PCR reakce byla
piipravena s primery F8a (Cy3) + R4 (Cy5).

Obrazek 28: Hybridizace — dualni znadeni. Ptiklad hybridizace vzorku 9 (sk. 11I-A). PCR reakce byla
ptipravena s primery F8a (Cy3) + R4 (Cy5).
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Smésné infekce

Testovany byly vybrané uméle vytvorené smésné infekce (viz tab. 9). Spole¢né
se spolehlivé podatilo detekovat skupinu 16Sr-1 se skupinou 16Sr-111 (obr. 29)
nebo 16Sr-V, a skupinu 16Sr-11l se skupinou 16Sr-V. U ostatnich testovanych
kombinaci hybridizovala pouze jedna skupina nebo zadna. Vzhledem k absenci ,,bandu*
o specifické délce na elektroforetickém gelu mohl byt tento vysledek zptisoben také

obtizemi pti amplifikaci dvou skupin v PCR.

Tabulka 9: Smésné infekce. Kombinace skupin (16Sr) pouzitych k michani smésnych infekci. Cervend
odliseny skupiny hmyzu. V poslednim sloupci vyznacen pozitivni («) a negativni (-) vysledek hybridizace
na mikrocipu u jednotlivych reakei.

i P

| v ,
I -

X -

" XIl -
Vi -

\Y v

| XIl -

Obrazek 29: Hybridizace — smésné infekce. Piiklad hybridizace uméle vytvofené smésné infekce se vzorky
ze sbirkovych izolath 30 (I-C) a 15 (l11-A). Reakce byla pfipravena primery F8 + R4 (Cy3).
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Prirodni vzorky

Na mikro¢ipu byly testovany pozitivni reakce PCR z pfirodnich vzorkti DNA
(fepka olejka, jetel lucni a tfapatka nachova) i RNA (fepka olejka, jetel luéni, tfapatka
nachova a jablofi domaci). Uspésné se podafilo hybridizovat vzorky fepky olejky
(obr. 30) a jetele lu¢niho z DNA, ttapatky nachové z DNA i z RNA a jablon¢ domaci
z RNA. Vzorky fepky olejky, jetele lu¢niho a jablon¢ domaci hybridizovaly k probam
ze skupiny I. Vzorek tfapatky nachové hybridizoval k probam ze skupiny I a I11. Zda jde
skutecné o smésnou infekci, bude predmétem dalSiho zkoumani. Na zéklad¢ téchto
vysledkl nelze presné urcit, zda je lepsi detekovat fytoplazmy z DNA nebo z RNA.

Pro detailnéjsi srovnani by bylo potieba testovat vice vzorkd.

Obrazek 30: Hybridizace Fepky olejky. Hybridizujici sekvence byla piipravena primery F8 + R4 (Cy5).

I1zolaty DNA hmyzu

Vsechny ziskané hybridizujici sekvence byly testovany na mikrocipu. Pozitivni
vysledek se podafilo ziskat pouze u jediného vzorku s oznacenim 202/6 ze skupiny Xl|

(obr. 31).

Obrazek 31: Hybridizace. Ptiklad hybridizace vzorku 202/6 (izolat z hmyzu). Hybridizujici sekvence byla
ptipravena primery F8as + F8bs + R4 (Cy5).
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5.4.1 Vyhodnoceni a navrh prob

Jednotlivé proby byly porovnavany se ziskanymi sekvencemi (viz kap. 5.3,
tab. 8). Na zakladé porovnani pro né byly vypocitany procenta podobnosti k sekvencim
z danych skupin fytoplazem. Podobnost mezi sekvencemi by neméla klesnout
pod 85 %. Proby Ia, Ib, 11d2, Il1a2, 111b, Va, Vb, VlIa2, VIb2, Vic, VId, VlIb, Vlic, Xf,
Xg, Xlla a Xllb jsou 100% komplementarni k ziskanym sekvencim z danych skupin.
Proba Xe je komplementarni z 95 %, proba Ilc z 51 %, Vlla z 50 %, 1Xa z 87,5 %, IXb
z2 95 %, I1Xc 298 %, Xllc z 97 % a Xlld z 97 %. Cilem navrhu novych prob je zlepsit
rozliseni jednotlivych skupin fytoplazem. V tabulce 10 navrhuji feSeni novych prob tak,
aby byly podobné co nejvétSimu poctu ziskanych 1 databdzovych sekvenci dané skupiny

a zaroven odliSné od skupin ostatnich.

Tabulka 10: Navrh novych préb. V tabulce jsou uvedeny skupiny fytoplazem, pro které jsou proby
navrzeny, sekvence proby, identifikacni Cislo sekvence v databazi, podle které byla proba navrzena a pozice proby
v databazové sekvenci

] identifikaéni
16Sr sekvence (5" =2 3") pozice
¢islo (NCBI)
1 GGTATGCAGAAGATAAAAAAGT TCCTTTGTTAATTAATGA 354 — 393 JQ900570
VIlI TATATACTTGCAAAATAGGTCTTGTTCAAGGTCAAGAAAAT 474 - 514 JQ900576
IX TTACTATTAATTTATTTACTTCTAAAATTGGATTAATACAAGGTAT 579 — 622 JQ900577
X1 TATTGCTGAACAATTAGAAAACCGAATGAAATTTCGTCGTG 512 — 552 JQ900580
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6. Diskuze

Ze vSech zminénych moznosti detekce fytoplazem (mikroskopické, sérologické,
molekularni) jsou nejvhodnéj$im a nejcastéji pouzivanym ndstrojem molekularni
metody zalozené na amplifikaci a hybridizaci nukleovych kyselin. Zminéna diagnostika
muize byt snadno pouzitelnd k obecné detekci (zda se fytoplazma ve vzorku nachazi)
¢i ke specifické identifikaci (zatazeni fytoplazmy do konkrétni 16Sr skupiny nebo druhu
,»Candidatus®). Dosud nejpouzivan¢jSimi molekularnimi metodami detekce fytoplazem
jsou rizné modifikace PCR a nasledna RFLP analyza. Margaria a Palmano (2013),
Christensen et al. (2012) a mnoho dal$ich vyuziva ve svych metodikach pro detekci
fytoplazem real-time PCR. Ale ve vSech téchto piipadech lze jednim testem ve vzorku
detekovat pouze jednoho patogena (Hadidi et al., 2004). Do dne$ni doby byly navrzeny
dvé metodiky k detekci fyzoplazem pomoci DNA mikroCipu, kterymi 1ze detekovat
piitomnost vice skupin souc¢asné. Nicolaisen a Bertaccini (2007) vyuzivaji ve své praci
16S rRNA a Lenz et al. (2011) 16S — 23S spacer. Tyto oblasti maji ale malou variabilitu
mezi jednotlivymi skupinami fytoplazem. Navic se nachazeji v genomu ve dvou
kopiich, které nemusi byt stejné. To mlze vést k faleSné pozitivnim vysledktim, kdy
jedna fytoplazma (se dvéma riznymi kopiemi rRNA) je urCena jako smésna infekce
dvou fytoplazem. Z toho divodu je vyhodnéjsi pouzit jiné variabilnéjSi geny, které
se vV genomu vyskytuji pouze jednou. Takovymi mohou byt pravé geny pro ribozomalni

proteiny rps3, rpl22 a rpl9 testované v této praci.

Izolaci nukleovych kyselin jsem provadéla komerénimi soupravami ur¢enymi
k izolaci celkové DNA/RNA z rostlinnych tkani. Ty vét§inou obsahuji méné nez 1 %
fytoplazmové DNA/RNA (Bertaccini a Duduk, 2009). Diulezitou fazi molekularni
detekce je proto izolace kvalitni nukleové kyseliny. Limitnim faktorem detekénich
metod neni vitadé piipadit citlivost testu, ale skuteCnost, Ze spoléhaji
na relativné Cisté templaty DNA. Ziskat takovy templat je ¢asové i financn€ znacné
naro¢né. Rozmisténi fytoplazem v rostlinach je variabilni, proto se nemusi vzdy podafit
z odebraného vzorku ziskat reprezentativni vzorek. Izolat DNA muze obsahovat
i mnoho inhibi¢nich latek, které se nemusi vzdy povést odstranit. Mé se podafilo
ze 17 vzorkll vyizolovat a nasledné detekovat fytoplazmu ve c¢tyfech z nich.
K pfesnéjsimu urceni ptitomnosti fytoplazmy by se mohlo odebrat vice vzorki
z ruznych casti rostlin. Ke snazsi, presnéjsi a rychlejsi izolaci vzorkti pro takovy

screening by se mohla pouzit izolace uvedena v metodice Mehle et al. (2013), kde
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autofi popisuji u¢innou extrakci DNA vhodnou pro amplifikaci DNA fragmentt. Ta
kombinuje jednoduchou a rychlou homogenizaci surovych extraktl floému s extrakci
DNA pomoci magnetickych kuli¢ek. DNA se Cisti v automatizovaném procesu, kde

magnetické kulicky prochdzeji fadou promyvacich pufit.

V této praci jsem se snazila porovnat detekci fytoplazem z izolati DNA s izolaty
RNA. Obsah mRNA se v organismu méni v zavislosti na fyziologii nebo vyvoji jedince.
Volba amplikonu tedy musi byt zaméfena na podstatu exprimovaného genu nebo
ribozomalni proteiny. Vyhodou detekce fytoplazem z RNA muze byt pravé vysoké
mnozstvi kopii fytoplazmové mRNA ptitomné ve fytoplazmé (a tim i v rostling), coz
ma za nasledek zvySené mnozstvi vychoziho templatu pro amplifikaci. (Margaria
a Palmano, 2013). Ziskame tedy ze stejné ¢asti vzorku vys$$i koncentraci templatu.
Pravé proto byla detekce fytoplazem z izolované celkové RNA v této praci zkousena.
V porovnani s vysledky hybridizace z DNA se vsak lepsich vysledkti dosahnout
nepodafilo, vysledky byly srovnatelné. To miiZze byt zplisobeno vysokou koncentraci
rostlinné RNA, ktera by mohla byt pfednostné ptepisovana do cDNA. Dal$i moznosti
muze byt piitomnost inhibitori, které mohou branit v piepisu RNA. V neposledni fadé
musime brat v ivahu 1 fakt nerovnomérné aktivity fytoplazem v ¢ase. To znamena, ze
pokud se fytoplazma zrovna nemnozi a nepotiebuje tyto geny, mMRNA (tedy templat
pro PCR) se netvofi. Nicméné pro detailnéjsi srovnani a stanoveni pficiny vysledki

experimentu by bylo potieba testovat vice vzorkd.

Dalsim predmétem zkoumani byla detekce fytoplazem v izolditech DNA
z hmyzu. Zde se podafilo hybridizaci detekovat pouze fytoplazmu ze skupiny 16Sr-XI1.
Diivodem netspéchu mize byt samotna izolace DNA, degradace DNA pfi transportu
izolatd nebo jiz zminéna piitomnost inhibi¢nich latek z hmyzu, které mohou blokovat
PCR. V dalsim postupu se bude potieba zaméfit na izolaci DNA a optimalizaci PCR,
tak aby bylo mozno detekovat i dal$i skupiny fytoplazem z hmyzich vektort, poptipadé

rozliit jejich smésné infekce.

V boji proti Sifeni fytoplazmovych nakaz je dileZité tyto patogeny rychle
detekovat. Vyvinuta PCR vtomto pfipadé umoziuje spolehlivé amplifikovat
maximalné dvé fytoplazmy v jedné reakci. Ty jsou nasledné rozliSeny na mikrocipu.
Srostoucim vyskytem smésnych infekci je takové metody stile vice potieba.
Alma et al. (1996) v Severni Italii potvrdili smésnou infekci fytoplazmovych skupin

16Sr-1 a 16Sr-V v réve vinné (Vitis vinifera L.). Stejné skupiny byly detekovany napf.
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v ¢inské datli (Zizyphus jujuba) v roce 2009 v Koreji a v roce 2013 v Ciné (Lee et al.,
2009; Sun et al., 2013). M¢ se podafilo predbéznymi testy Suméle vytvorenymi
smésnymi infekcemi soucasné detekovat skupinu 16Sr-1 se skupinou 16Sr-I11 nebo
16Sr-V a skupinu 16Sr-11l se skupinou 16Sr-V. Z toho vyplyva, ze je mozné tento
ptistup pouzit, ovSem pro jeho praktické vyuziti bude potieba metodu dale testovat,
ptipadn¢ piidat dalsi primery do PCR, tak aby bylo mozno amplifikovat vice

fytoplazem v jedné reakci od co mozna nejvice skupin.
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Hlavnim cilem diplomové prace bylo detekovat fytoplazmy pomoci

DNA-mikrocipu.

Nejprve se z ¢erstvych vzorkli komer¢nimi kity izolovala rostlinna DNA, piipadné
RNA. RNA byla piepsana reverzni transkripci do cDNA. K ziskédni dostate¢ného
mnozstvi znacené hybridizujici sekvence byla pouzita polymerazova fetézova reakce
(PCR). K optimalizaci PCR slouzily sbirkové izolaty prof. Bertaccini (Italie). Poté byla
metoda vyzkousena na piirodni vzorky — izolaty z hmyzu od prof. Navratila (CR) a

vzorky rostlin sesbirané v okoli Ceskych Budé&jovic.

V nasledujicim kroku byly amplifikované produkty sekvenovany. Citelné
sekvence se podatilo ziskat od zastupcii vSech 16Sr skupin sbirkovych izolat. Nékteré
sekvence byly uloZeny do nukleotidové databaze NCBI pod nésledujicimi pfistupovymi
Cisly: JQ900566.1, JQ900567.1, JQ900568.1, JQ900569.1, JQ900570.1, JQ900571.1,
JQ900573.1, JQ900574.1, JQ900575.1, JQ900576.1, JQ900577.1, JQ900578.1,
JQ900579.1, JQ900580.1. U vzorku jetele lucniho a fepky olejky mizeme podle
sekvence porovnané s databdzi (NCBI — BLAST) urcit skupinu fytoplazmy. Obé

sekvence se shoduji s databazovymi vzorky skupiny I —,,Aster yellows “.

Ptipravené fragmenty byly hybridizovany na mikroCip. Detekovat fytoplazmu
pomoci hybridizace ze sbirkovych izolati se podafilo u vSech dostupnych skupin
16Sr -1, -11, -I11, -V, -VI, -VII, -IX, -X, -XI, -XII. V DNA z hmyzich vektort to bylo
pouze u jedin¢ho vzorku s oznacenim 202/6 ze skupiny 16Sr-XII. U piirodnich vzorkt
se podafilo detekovat fytoplazmu ve vzorcich fepky olejky, jetele lucniho, tfapatky

nachové a jabloné domaci.

V praci byla porovnavana detekce fytoplazem z DNA sdetekci fytoplazem
z RNA. U porovnanych hybridizaci se lepSich vysledkii dosahnout nepodafilo, vysledky

byly srovnatelné.

Metoda byla testovana i na detekci vice fytoplazem v jedné reakci. To se podatilo
u skupin 16Sr -1 s -111, 16Sr-1 s -V a 16Sr -1l1 s -V, pro praktické vyuziti detekce vsech

skupin fytoplazem bude potieba dalsi optimalizace postupu.
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Dosazené vysledky jsou soucasti rukopisu ,,Discrimination of phytoplasmas using
an oligonucleotide microarray targeting rps3, rpl22, and rps19 genes” (O.Lenz, J.
Markova, T. Sarkisova, J. Franova, J. Ptibylova) odeslaného k recenzi do casopisu

,,Crop Protection (IF = 1.402).

50



8. Seznam pouzité literatury

Alma, A.; Davis, R. E.; Vibio, M.; Danielli, A.; Bosco, D.; Arzone, A.;
Bertaccini, A. Mixed Infection of Grapevines in Northern Italy by Phytoplasmas
Including 16S rRNA RFLP Subgroup 16Srl-B Strains Previously Unreported in This
Host. Plant Disease. 1996, vol. 80, issue. 4, s. 418-421.

Andersen, M. T.; Liefting, L. W.; Havukkala, I.; Beever, R. E. Comparison of
the Complete Genome Sequence of Two Closely Related Isolates of ‘Candidatus
Phytoplasma australiense’ Reveals Genome Plasticity. BMC Genomics. 2013, Vol. 14,
issue 1, s.  529-, DOIl:  10.1186/1471-2164-14-529.  Dostupné  z:
http://www.biomedcentral.com/1471-2164/14/529

Bai, X.; Zhang, J.; Ewing, A.; Miller, S. A.; Jancso R. A.; Shevchenko, D. V,;
Tsukerman, K.; Walunas, T.; Lapidus, A.; Campbell, J. W.; Hogenhout, S. A.
Living with Genome Instability: the Adaptation of Phytoplasmas to Diverse
Environments of Their Insect and Plant Hosts. Journal of Bacteriology. 2006, Vol. 188,
issue 10, S. 3682-3696. DOI: 10.1128/JB.188.10.3682-3696.2006.
Dostupné z: http://jb.asm.org/cgi/doi/10.1128/JB.188.10.3682-3696.2006

Bertaccini, A. Phytoplasmas: Diversity, Taxonomy, and Epidemiology. Frontiers
in  Bioscience. 2007, Vol. 12, issue 1, s. 673-. DOI:10.2741/2092.
Dostupné z: http://www.bioscience.org//2007/v12/af/2092/fulltext.htm

Bertaccini, A.; Duduk, B. Phytoplasma and Phytoplasma Diseases:
a Review of Recent Research. Phytopathologia mediterranea. 2009, Vol. 48, issue 3,
5.355-378.1SSN:0031-9465.
Dostupné z: http://www.fupress.net/index.php/pm/article/viewFile/3300/2994

Firrao, G.; Garcia-Chapa, M.; Mazrachi, C. Phytoplasmas: Genetics,
Diagnosis and Relationships with the Plant and Insect Host. Frontiers in Bioscience.
2007, Vol. 12, issue 1, s. 1353-. DOI:10.2741/2153. Dostupné z:
http://www.bioscience.org//2007/v12/af/2153/fulltext.htm

Caminade, A.-M.; Padié, C.; Laurent, R.; Maraval, A.; Majoral, J.-P. Uses of
Dendrimers for DNA Microarrays. Sensors. 2006, Vol. 6, issue 8, s. 901-914. DOI:
10.3390/s6080901. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1424-8220/6/8/901/

51


http://www.biomedcentral.com/1471-2164/14/529
http://jb.asm.org/cgi/doi/10.1128/JB.188.10.3682-3696.2006
http://www.bioscience.org/2007/v12/af/2092/fulltext.htm
http://www.fupress.net/index.php/pm/article/viewFile/3300/2994
http://www.bioscience.org/2007/v12/af/2153/fulltext.htm
http://www.mdpi.com/1424-8220/6/8/901/

Chang, F.; Chen, C.; Lin, C. Monoclonal Antibody for the Detection and
Identification of a Phytoplasma Associated with Rice Yellow Dwarf. European Journal
of Plant Pathology. 1995, Vol. 101, issue 5, s. 511-518. Dostupné z:
http://link.springer.com/10.1007/BF01874475

Clark, M. F.; Morton, A; Buss, S. L. Preparation of Mycoplasma Immunogens
from Plants and a Comparison of Polyclonal and Monoclonal Antibodies Made Against
Primula Yellows MLO-associated Antigens. Annals of Applied Biology. 1989, Vol. 114,
issue 1,s. 111-124. DOI: 10.1111/j.1744-7348.1989.tb06791.x.

Cheung, V. G.; Morley, M.; Aguilar, F.; Massimi, A.; Kucherlapati, R.;
Childs, G. Making and Reading Microarrays. Nature Genetics. 1999, Vol. 21, s. 15-19.
DOI: 10.1038/4439. Dostupné z: http://www.nature.com/doifinder/10.1038/4439

Christensen, N. M.; Axelsen, K. B.; Nicolaisen, M.; Schulz, A. Phytoplasmas
and Their Interactions with Hosts. Trends in Plant Science. 2005, Vol. 10, issue 11, s.
526-535. DOI: 10.1016/j.tplants.2005.09.008. Dostupné zZ:
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1360138505002323

Christensen, N. M.; Nyskjold, H.; Nicolaisen, M. Real-Time PCR for Universal
Phytoplasma Detection and Quantification. Methods in Molecular Biology. 2012, Vol.
938, s. 245-252. DOI: 10.1007/978-1-62703-089-2 21.  Dostupné  z:
http://link.springer.com/10.1007/978-1-62703-089-2_21

Cizkova, A. Genové Cipy: Perspektivni Nastroj Biologie i Moderni
Mediciny. Ziva. 2005, Vol. 53 (91), issue 3, s. 98-99. Dostupné z:
http://ziva.avcr.cz/2005-3/genove-cipy-perspektivni-nastroj-molekularni-biologie-i-

moderni-mediciny.html

Demnerova, K. Mikrobiologickd Bezpecnost Potravin: Soucasné Strategie pro
Efektivni Kontrolu. Chemicke listy. 2012, Vol. 106, issue 10, s. 920-925. Dostupné z:
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10 920-925.pdf

Doi, Y.; Teranaka, M.; Yora, K.; Asnyama, H. Mycoplasma or PLT Group-like
Microorganisms Found in the Phloem Elements of Plants Infected with Mulberry
Dwarf, Potato Witches' Broom, Aster Yellows, or Paulownia Witches' Broom. Annals
of Phytopathological Society of Japan. 1967, Vol. 33, s. 259-266.

52


http://link.springer.com/10.1007/BF01874475
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/4439
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1360138505002323
http://link.springer.com/10.1007/978-1-62703-089-2_21
http://ziva.avcr.cz/2005-3/genove-cipy-perspektivni-nastroj-molekularni-biologie-i-moderni-mediciny.html
http://ziva.avcr.cz/2005-3/genove-cipy-perspektivni-nastroj-molekularni-biologie-i-moderni-mediciny.html
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_10_920-925.pdf

Garnier, M.; Martin-Gros, G.; Iskra; Zareik; Gandar, J.; Fos, A.; Bove, J.
M. Monoclonal Antibodies Against the MLOs Associated with Tomato Stolbur and
Clover Phyllody.Recent advances in mycoplasmology. 1990pp., s. 263-269.
Dostupné z: http://www.imok.ufl.edu/hlb/database/pdf/00000267.pdf

Gasparich, G. E. Spiroplasmas and Phytoplasmas: Microbes Associated with
Plant  Hosts. Biologicals. 2010, Vol. 38, issue 2, s. 193-203.
DOI:10.1016/j.biologicals.2009.11.007.

Dostupné z: http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1045105609001791

Hadidi, A.; Czosnek, H.; Barba, M. Dna Microarrays and Their Potential
Applications for the Detection of Plant Viruses, Viroids, and Phytoplasmas. Journal of
Plant Pathology. 2004, Vol. 86, issue 2. DOI: 10.4454/jpp.v86i2.944. Dostupné z:
http://sipav.org/main/jpp/index.php/jpp/article/view/944/730

Haggis, G. H.; Sinha, R. C. Scanning Electron Microscopy of Mycoplasma Like
Organisms After Freeze Fracture of Plant Tissues Affected with Clover Phyllody and
Aster Yellows. Phytopathology. 1978. Vol. 68, issue 4, s. 677-680

Heller, M. J. DNA Microarray Technology: Devices, Systems, and
Applications. Annual Review of Biomedical Engineering. 2002, Vol. 4, issue 1,
s. 129-153. DOI: 10.1146/annurev.bioeng.4.020702.153438.  Dostupné  z:
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.bioeng.4.020702.153438

Hogenhout, S. A.; Oshima, K.; Ammar, E.; Kakizawa, S.; Kingdom, H. N.;
Namba, S. Phytoplasmas: Bacteria That Manipulate Plants and Insects. Molecular
Plant Pathology. 2008, Vol. 9, issue 4, s. 403-423. DOIl. 10.1111/J).1364-
3703.2008.00472.x.

Kidela, V.; Braunova, M. Cesko-anglickd rostlinolékarska terminologie: Czech-
English plant health terminology. Vyd. 1. Praha: Academia, 2007, 874 p.
ISBN 80-200-1550-7.

Lee, C. C.; Mackay, J. A.; Fréchet, J. M. J.; Szoka, F. C. Designing
Dendrimers for Biological Applications. Nature Biotechnology. 2005, Vol. 23, issue 12,
s. 1517-1526. DOI:10.1038/nbt1171.

Dostupné z: http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nbt1171

53


http://www.imok.ufl.edu/hlb/database/pdf/00000267.pdf
http://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1045105609001791
http://sipav.org/main/jpp/index.php/jpp/article/view/944/730
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.bioeng.4.020702.153438
http://www.nature.com/doifinder/10.1038/nbt1171

Lee, I.; Davis, R. E.; Gundersen-Rindal, D. E.; Kakizawa, S.; Kingdom, H.
N.; Namba, S. Phytoplasma: Phytopathogenic Mollicutes 1. Annual Review of
Microbiology. 2000, Vol. 54, Issue 1, S. 221-255.
DOI:10.1146/annurev.micro.54.1.221.
Dostupné z: http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.54.1.221

Lee, S.; Han, S.; Cha, B. Mixed Infection of 16S rDNA | and V Groups of
Phytoplasma in a Single Jujube Tree. The Plant Pathology Journal. 2009, Vol. 25,
issue 1, s. 21-25. DOIl: 10.5423/PPJ.2009.25.1.021.  Dostupné  z:
http://koreascience.or.kr/journal/view.jsp?kj=E1PPBG

Lenz, O.; Markova, J.; Sarkisova, T. Discriminating 16Sr Groups of
Phytoplasmas by an Oligonucleotide Microarray Targeting 16S-23S Spacer Region.
Bulletin of Insectology. 2011. 64 (supplement): S31-S32.

Lin, C.-P.; An Chen, T. Monoclonal Antibodies Against the Aster Yellows
Agent. Science. 1985, Vol. 2217, issue 4691, S. 1233-1235.
DOI:10.1126/science.227.4691.1233.

Dostupné z: http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.227.4691.1233

Loi, N.; Ermacora, P.; Carraro, L.; Osler, R.; An Chen, T. Production of
Monoclonal Antibodies against Apple Proliferation Phytoplasma and thein Use in
Serological Detection.European Journal of Plant Pathology. 2002, Vol. 108, issue 1, s.
81-86. DOI: 10.1023/A:1013901706383.

Dostupné z: http://link.springer.com/10.1023/A:1013901706383

Markova, J. Detekce fytoplazem pomoci PCR amplifikace vybranych fragmenti
fytoplazmového genomu. Ceské Bud&jovice, 2011. Bakalaiska prace. Jihodeska

univerzita v Ceskych Bud&jovicich.

Margaria, P.; Palmano, S. Reverse Transcription-PCR for Phytoplasma
Detection Utilizing Crude Sap Extractions. Methods in Molecular Biology. 2013, Vol.
938, s. 283-289.

Mehle, N.; Nicoli¢, P.; Rupar, M.; Boben, J.; Ravnikar, M.; Dermastia, M.
Automated DNA Extraction for Large Numbers of Plant Samples. Methods in
Molecular Biology. 2013, Vol. 938, s. 139-145.

54


http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.54.1.221
http://koreascience.or.kr/journal/view.jsp?kj=E1PPBG
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.227.4691.1233
http://link.springer.com/10.1023/A:1013901706383

Miiller, U.; Nicolau, D. V. Microarray technology and its applications. 1st ed.
New York, NY: Springer, 2004, p. cm. ISBN 35-402-2931-0.

Nicolaisen, M.; Bertaccini A. An Oligonucleotide Microarray-based Assay for
Identification of Phytoplasma 16S Ribosomal Groups. Plant Pathology. 2007,
Vol. 56, issue 2, s. 332-336. DOI: 10.1111/1.1365-3059.2006.01558.x. Dostupné z:
http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-3059.2006.01558.x

Oshima, K.; Maejima, K.; Namba, S. Genomic and Evolutionary Aspects of
Phytoplasmas. Frontiers in Microbiology. 2013, Vol. 4.
DOI:10.3389/fmich.2013.00230.

Dostupné z: http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fmicb.2013.00230/full

Ovlivnéni DNA teplem. Ustav biologie Lékaiské fakulty [online]. - [cit. 2014-03-
13]. Dostupné z: http://biologie.upol.cz/metody/Ovlivneni%20DNA%20teplem.htm

Pavlik, E. Molekularné biologické techniky pro mikrobiologickou diagnostiku -
c¢ast3. LaborAktuell.s.22-25.

Dostupné z: http://www.roche-diagnostics.cz/download/la/odborne/pcr3.pdf

Pouziti sond. Ustav biologie Lékaiské fakulty [online]. - [cit. 2014-03-13].
Dostupné z: http://biologie.upol.cz/metody/Pouziti%20sond.htm

Schena, M. DNA microarrays: a practical approach. New York: Oxford
University Press, 2000, 205 s. ISBN 0-19-963-7768.

Seddas, A.; Meignoz, R.; Daire, X.; Boudon-Padieu, E. Generation and
Characterization of Monoclonal Antibodies to Flavescence Dorée Phytoplasma:
Serological Relationships and Differences in Electroblot Immunoassay Profiles of
Flavescence Dorée and Elm Yellows Phytoplasmas. European Journal of Plant
Pathology. 1996, Vol. 102, issue 8, s. 757-764. DOIl: 10.1007/BF01877150.
Dostupné z: http://link.springer.com/10.1007/BF01877150

Sun, X.-C.; Mou, H.-Q.; Li, T.-T.; Tian, Q.; Zhao, W.-J. Mixed Infection of
Two Groups (16Srl & V) of Phytoplasmas in a Single Jujube Tree in China. Journal of
Phytopathology. 2013, Vol. 161, issue 9, S. 661-665.
DOI: 10.1111/jph.12101. Dostupné z: http://doi.wiley.com/10.1111/jph.12101

55


http://doi.wiley.com/10.1111/j.1365-3059.2006.01558
http://www.frontiersin.org/Journal/10.3389/fmicb.2013.00230/full
http://biologie.upol.cz/metody/Ovlivneni%20DNA%20teplem.htm
http://www.roche-diagnostics.cz/download/la/odborne/pcr3.pdf
http://biologie.upol.cz/metody/Pouziti%20sond.htm
http://link.springer.com/10.1007/BF01877150
http://doi.wiley.com/10.1111/jph.12101

Stastkova, Z.; Karpiskova, R.; Borkovcova, |. Moznosti detekce
stafylokokovych enterotoxint. Chemické listy. Praha: Ceska spole¢nost chemicka, 2012,
Vol. 106, issue 8, s. 745-749. Dostupné z: http://www.chemicke-
listy.cz/docs/full/2012_08_745-749.pdf

Torres, M. A. Reactive Oxygen Species Signaling in Response to Pathogens: a
novel. Plant  Physiology. 2006, Vol. 141, issue 2, s. 373-378.
DOI:10.1104/pp.106.079467.

Dostupné z: http://www.plantphysiol.org/cgi/doi/10.1104/pp.106.079467

Vitamvas, P.; Kosova, K.; Skodacek, Z.: Prasil, . Metoda dvourozmérné
diferen¢ni gelové elektroforézy (2-D DIGE) a jeji vyuziti v proteomice. Chemicke listy,
2010, Vol. 104, issue. 7, s. 671-676. ISSN: 0009-2770. Dostupné z:
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_07_671-676.pdf

Weintraub, P. G.; Jones, P. Phytoplasmas: genomes, plant hosts and vectors.
Cambridge, MA: CABI  North  American  Office, 2010, 331 p.
ISBN 978-184-5935-306.

OBRAZKY:

Abbott molecular [online]. 2014 [cit. 2014-03-11].
Dostupné z: https://www.abbottmolecular.com/technologies/real-time-pcr/maxratio-

data-analysis.html

Bertaccini, A. Phytoplasmas: Diversity, Taxonomy, and Epidemiology. Frontiers
in Bioscience. 2007, vol. 12, issue 1, s. 673-. DOI:10.2741/2092.
Dostupné z: http://www.bioscience.org//2007/v12/af/2092/fulltext.htm

BIONEER COMPORATION. Bioneer [online]. 2011 [cit. 2014-03-11]. Dostupné

z: http://eng.bioneer.com/products/geneexpression/qPCRArrayService-detection.aspx

BioExpress: Simply Serving Science [online]. 2014 [cit. 2014-03-08]. Dostupné z:
http://www.bioexpress.com/divinity-cart/item/154025/GREINER-BIO-ONE-High-
Throughput-microArray-HTA-Slides-Plates-and-Scienion-Buffers/1.html

56


http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_08_745-749.pdf
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2012_08_745-749.pdf
http://www.plantphysiol.org/cgi/doi/10.1104/pp.106.079467
http://www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_07_671-676.pdf
https://www.abbottmolecular.com/technologies/real-time-pcr/maxratio-data-analysis.html
https://www.abbottmolecular.com/technologies/real-time-pcr/maxratio-data-analysis.html
http://www.bioscience.org/2007/v12/af/2092/fulltext.htm
http://eng.bioneer.com/products/geneexpression/qPCRArrayService-detection.aspx
http://www.bioexpress.com/divinity-cart/item/154025/GREINER-BIO-ONE-High-Throughput-microArray-HTA-Slides-Plates-and-Scienion-Buffers/1.html
http://www.bioexpress.com/divinity-cart/item/154025/GREINER-BIO-ONE-High-Throughput-microArray-HTA-Slides-Plates-and-Scienion-Buffers/1.html

Caminade, A.-M.; Padié, C.; Laurent, R.; Maraval, A.; Majoral, J.-P. Uses of
Dendrimers for DNA Microarrays. Sensors. 2006, Vol. 6, issue 8, s. 901-914. DOI:
10.3390/s6080901. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1424-8220/6/8/901/

DNA. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA):
Wikimedia Foundation, 2001- [cit. 2014-03-12]. Dostupné Z:
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_Structure%2BKey%?2BLabelled.pn_No
BB.png

Fluorescenéni barvivo. Ustav biologie Lékarské fakulty [online]. - [cit. 2014-03-
04]. Dostupné z: http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%?20barvivo.htm

Our Technology. Genisphere [online]. 2000 [cit. 2014-04-11].
Dostupné z: http://genisphere.com/our-technology

Kodi¢ek, M. Reakce polymerasova retézova. Z Biochemické pojmy: vykladovy
slovnik [online]. Praha: VSCHT Praha, 2007 [cit. 2014-02-28]. Dostupné z:
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.help.htm

Thermo Scientific [online]. - [cit. 2014-03-23]. Dostupné z:
http://www.thermoscientificbio.com/nucleic-acid-electrophoresis/fastruler-middle-

range-dna-ladder-ready-to-use-100-5000-bp/

Stekel, D. Microarray bioinformatics. New York: Cambridge University Press,
2003, xiv, 263 p., [8] p. of plates. ISBN 05-215-2587-X.

Strauss, E. Phytoplasma Research Begins to Bloom. Science. 2009-07-23, Vol.
325, issue 5939, s. 388-390. DOI: 10.1126/science.325 388. Dostupné z:
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.325 388

57


http://www.mdpi.com/1424-8220/6/8/901/
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_Structure%2BKey%2BLabelled.pn_NoBB.png
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_Structure%2BKey%2BLabelled.pn_NoBB.png
http://biologie.upol.cz/metody/Slovnik/Fluorescencni%20barvivo.htm
http://genisphere.com/our-technology
http://vydavatelstvi.vscht.cz/knihy/uid_es-002/ebook.help.htm
http://www.sciencemag.org/cgi/doi/10.1126/science.325_388

9. Prilohy

58



9.1 Seznam pouzitych zkratek

angl.

AP

AY
BLAST
cDNA
Cy3/Cy5
DAPI
dNTP’s
dsDNA
EDTA

ELISA

FD
ISEM
kap.
MLO’s
mMRNA
NCBI
NK
obr.
PCR

PMU

anglicky

apple proliferation phytoplasma (fytoplazma proliferace jablong)
aster yellows (zloutenka aster)

Basic Local Aligment Search Tool

DNA komplementarni k mRNA

Cyanin 3 (Cy3) a Cyanin 5 (Cy5)

4’-6-diamidino-2-fenylindol

nukleosid trifostaty

double-stranded DNA (dvoufetézcova deoxyribonukleova kyselina)
ethylendiamintetraoctova kyselina

Enzyme-linked-immunosorbent assay (enzymova imunosobréni

analyza)

flavescence dorée (zlaté zloutnuti révy)

imunosorp¢ni elektronova mikroskopie

kapitola

mycoplasma-like organism (mykoplazmam podobné organismy)
»messenger RNA

National Center for Biotechnology Information

nukleova kyselina

obrazek

polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)

potential mobile units
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RFLP

ROS

rRNA

RYD

SDS

SEM

SNP

SNR

SSC

ssDNA

tab.

TBE

TEM

Tris

Restriction fragment length polymorfism (délkovy polymorfismus

restrikénich fragmentil)

reaktivni formy kysliku

ribonukleova kyselina ribozomalni

Rice yelow dwarf (zluta zakrslost ryze)

dodecylsiran sodny

skanovaci elektronova mikroskopie

single nukleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
signal to noise ratio

solny © citratu sodného

single-stranded DNA (jednofetézcova deoxyribonukleova kyselina)
tabulka

Tris-borate-EDTA

transmisni elektronova mikroskopie

tris-(hydroxymethyl)aminomethan
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9.2 Roztoky a chemikalie
e 10 x TBE (zasobni ©O)
108 g Tris + 55 g kyseliny borité + 40 ml 0,5 M EDTA - doplnitna 1 |
e 20 x SSC (zasobni ©O)

175,3 g NaCl + 88,2 g citrat sodny = rozpustit v 800 ml vody - upravit pH na 7
(HCI) - doplnitna 1 I.

e 10% SDS (zasobni ©)

10 g SDS (dodecylsiran sodny) rozpustit v 80 ml ultracisté vody. Doplnit

do 100 ml. Uchovavat pfi laboratorni teploté.
e Hybridizaéni pufr
500 pl formamidu, 500 ul 20 x SSC, 20 ul 10% SDS

e Promyvaci pufry (pfipraveny ze zasobnich ©)
l. 2x SSC + 0,1% SDS
. 1x SSC
1. 0,1xSSC
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9.3 Tabulky

Tabulka 11: Izolovana DNA ze sbirky prof. Bertaccini

. o skupina
kéd druh fytoplazmy  puvod fytoplazmy (podskupina) 16Sr
1 Dwarf aster yellows  Clover, CA, USA I-B
9 Gladiolus witches’  Gladiolus with M. I-B
broom quadripunctulatus
3 Potato witches’ Potato. USA VI
broom '
Pichris echioides Pichris echiodes,
4 IX
yellows PZ, Italy
5 Grapevine yellows V. vinifera, BA, XII
Italy
Fraxinus
6 Ash yellows # 5 americana USA VII-A
7 Primula red Bordeaux, France I-B
. Pear 207/86t,
8 Pear decline Germany X-C
9 X dinase California USA HI-A
10 Plum leptonecrosis Prunulst:ﬁlllcma, X-B
Psammotettix
11 Flower stunting cephalotes, XI-C
Germany
Colza, Montfavet,
12 Rape phyllody Erance I-B
13 Grapevine yellows v VmIIIZIr;L 210 X1
14 Lettuce yellows Lettuclet,a:;/l guria, I-B
15 Western X Peach, CA, USA IHI-A
16 Peanut witches Lee USA H-A
broom
17 = DRI Bordeaux, France I
Phyllody
18 Poinsettia Poinsettia, USA I-H
branching factor
Chrysanthemum
19 SNYEICIi frutescens, Liguria, I-B
yellows
Italy
20 American aster Aster, Florida, USA I-B
yellows
21 Grapevine yellows v Vm;IZIr;' T0, I-B
22 Rubus stunt Rubus sp. Italy V-E
Koolsard aster
23 yellows Bordeaux, France I-B
24 Witches broom Lime, Oman I-C
dinase
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Tabulka 11: pokrac¢ovani

kod druh fytoplazmy  puvod fytoplazmy (o ds?(lfjuppi:‘lr:)‘ 165r
Chrysanthemum Chrysanthemum
25 I-A
yellows yellows
26 Sesame phyllody Sesame, Thailand 1-A
Aquilegia Aquilegia alpina,
27 . 1-B
virescence Germany
28 German stone fruit Apricot, Germany X-B
yellows
29 Aster yellows Maryland USA I-B
30 Potato purple top Potato France I-C
Apricot chlorotic ~ Apricot, Valencia,
31 : I-F
leafroll Spain
Cherry, California
32 Green Valley X USA HI-A
Leafhopper
33 Ca.t RO Dossenheim, I-F
virescence
Germany
34 Deperissment du »\andin, France X1I-A
lavandin
Ulmus americana,
35 Elm yellows NY, USA V-A
Catharanthus Periwinkle,
36 : : I-B
virescence Thailand
Fraxinus
37 Ash yellows americana, NY, VII-A
USA

Tabulka 12: Izolaty DNA z hmyzich vektori ze sbirky prof. Navratila

kod skupina 16Sr vektor latinsky vektor ¢esky
75/35 X Cacopsylla pruni Mera slivonova
75/52 X Cacopsylla pruni Mera slivonova
Hyalesthes Zilnatka
202/6 Xl
Obsoletus vironosna
Hyalesthes Zilnatka
216/5 Xl )
Obsoletus vironosna
. ) Ostruhovnik
267/17 | Dicranotropis hamata
skvorovy
] Ostruhovnik
280/23 I Javesella pellucida o
prisvitny
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Tabulka 13: Rostlinné vzorky k izolaci sesbirané v okoli ¢eskych Bud&jovic (do 20 km)

misto sbéru

kéd Cesky nazev  latinsky niazev Izolovana Cast izolace
(pfip. ptvod)
Fraxinus .
101  Jasan ztepily ) List Horni Svince DNA
excelsior
102  Repkaolejka  Brassica napus list+kvétenstvi ~ Dolni Svince DNA/RNA
Convolvulus )
103  Svlacec rolni ) List Dolni Svince DNA/RNA
arvensis
Oresak ) ] Prostiedni
104 Juglans regia List ) DNA
kralovsky Svince
. Syringa ) Prostredni
105  Sefik obecny ) List ) DNA
vulgaris Svince
Solanum ) Prostiedni
106 Lilek rajce ] List ) DNA
lycopersicum Svince
Sambucus _ Prosttedni
107 Bez ¢erny ) List _ DNA
nigra Svince
HruSen Pyrus )
108 ) List Dr. Lenz DNA
obecna communis
BolSevnik Heracleum ) Prostiedni
109 ) List _ DNA
obecny sphondylium Svince
Trifolium ) Prosttedni
110  Jetel plazivy List ) DNA
repens Svince
Smetanka Taraxacum ) Prostiedni
111 o List ) DNA
lékaiska officinale Svince
Trifolium ) Prosttedni
112 Jetel luéni List ) DNA/RNA
pratense Svince
Apium _ Prostiedni
113 Mirik celer List ) DNA
graveolens Svince
Prostiredni
114  Mrkev obecna  Daucus carota koren + list ) DNA
Svince
Zeli bilé Brassica oleracea . Prostfedni
115 List ) DNA
hlavkové var. alba Svince
Trapatka Echinacea ]
116 List Dr. Franova DNA/RNA
nachova purpurea
Malus
117  Jablon obecna ) Lyko Dr. Franova DNA/RNA
domestica
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Tabulka 14: Pozice jednotlivych préb na mikrofipu. Modie vyznacené buiiky zvyraziiuji proby pro
detekci fytoplazem. Bild pole piedstavuji proby pro detekci virt. Sedd pole s oznacenim ,,Water” slouzi jako
negativni kontrola. Kazd4 butika ptedstavuje dvojtecku (Autor: Mgr. Ondiej Lenz,Ph.D., nepublikované udaje)

X 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A la lic a2 IVa 567a2 Via2 Vila2 IXa Xe Xlla PDV1 PNRSV5
B b 1id2 11b2 Vb Va Vib2 Viib IXb Xf Xllb PDV4 PNRSV6
C anti_la anti_lic anti_llla2 anti_IVa Vb Vic Vile IXc Xg Xlic PDV5 PDV5
D anti_Ib anti_l1d2 anti_llIb2 anti_IVb anti_567a2 vid anti_Vlla2 anti_IXa anti_Xe Xlid PDV1 PDV4
E ApMV1 ApMV2 ApMV3 ApMV5 anti_Va anti_Vla2 anti_Vilb anti_IXb anti_Xf anti_Xlla Via2 Xlla
F ASPV1 PPV1 PNRSV1 ASPV3 anti_Vb anti_VIb2 anti_Vllc anti_IXc anti_Xg anti_XIlb Vib2 Xllb
G ASPV3 PNRSV1 PPV1 ASPV1 567a2 anti_Vlc Xe IXa Vila2 anti_Xllc Vic Xllc
H ApMV5 ApMV3 ApMV2 ApMV1 Va anti_Vid Xt IXb Vilb PNRSV5 Vid Xiid

| la a2 lic IVa Vb Water Xg IXc Viic PNRSV6 anti_Vla2 anti_Xlla
J b 11b2 I1d2 Vb anti_567a2 ASGV3 anti_Xe anti_IXa anti_Vlla2 ASGV1 anti_VIb2 anti_XIlb
K anti_la anti_llla2 anti_lic anti_IVa anti_Va ASGV2 anti_Xf anti_IXb anti_Vilb ASGV2 anti_Vic anti_Xllc
|_ anti_Ib anti_l11b2 anti_l1d2 anti_IVb anti_Vb ASGV1 anti_Xg anti_IXc anti_Vlic ASGV3 anti_Vid Water
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9.4 Sekvenovani

Sekvence 1: Vysledek porovnani sekvence genu rpS3 vzorku fepky olejky

S nejptibuznéjsi sekvenci nalezenou v databazi NCBI.

>gi]543174593|gb|KF430808.1
Brassica 8 S19

(rpsS) gene, partial cds; ribosomal protein L22

gene, complete cds; and S3 (rpsC) gene, partial cds

Length: 1132
Score = 1445 bits(782), Expect = 0.0
Identities = 785/786(99%), Gaps = 1/786 (0%)
Strand = Plus/Plus
Query 1 GGAAAAAATATTGCACAAGCTCAAGCCATTTTAACTTTTACCCCTAAAGTAGCTGCTCCC
Frrrrrrrrrrrrrrerrerr e e e et et r et
Sbjct 130 GGAAAAAATATTGCACAAGCTCAAGCCATTTTAACTTTTACCCCTAAAGTAGCTGCTCCC
Query 61 GTTATTTTAAAACTTTTAAACAGTGCTGTTTCCAATGCTGTTAATAATTTAAAATTAAAC
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrr et et e e e e
Sbj ct 190 GTTATTTTAAAACTTTTAAACAGTGCTGTTTCCAATGCTGTTAATAATTTAAAATTAAAC
Query 121 CGCGAACAACTTTATGTTAAAGAAGTTTTTGTCAACGAAGGTTTGCGTTTAAAACGTATG
Frrrrerrrrerrrrrrerrrrrr et et e e e e
Sbj ct 250 CGCGAACAACTTTATGTTAAAGAAGTTTTTGTCAACGAAGGTTTGCGTTTAAAACGTATG
Query 181 TTTCCAAGAGCTAAAGGTTCTGGTGATATGATTaaaaaaaGAACCAGCCACATTACTTTA
Frrrrerrrrerrrrrrrrr et et e e e e
Sbjct 310 TTTCCAAGAGCTAAAGGTTCTGGTGATATGATTAAAAAAAGAACCAGCCACATTACTTTA
Query 241 GTAATAACTTCTAGCACAAACTTGCAAACATCAAAGGAGGAAGAACAAAGTGGGTCAAAA
Frrrrerrrrererrrrerr e e e et e e e e e e
Sbjct 370 GTAATAACTTCTAGCACAAACTTGCAAACATCAAAGGAGGAAGAACAAAGTGGGTCAAAA
Query 301 AACTAATCCTAACGGCTTAAGATTAGGCATTATTAGAACTTGGGAATCTCAATGGTGTGT
Frrrrerrrrererrrrrrr e e et e e e e
Sbjct 430 AACTAATCCTAACGGCTTAAGATTAGGCATTATTAGAACTTGGGAATCTCAATGGTGTGT
Query 361 TAATGATAAAGAAATTCCTAATTTAATTAAAGAAGATTTTTTAATTCGTAAACTAATCAA
Frrrrerrrrerrrrrrrr e e e e et e e e
Sbjct 490 TAATGATAAAGAAATTCCTAATTTAATTAAAGAAGATTTTTTAATTCGTAAACTAATCAA
Query 421 TAATTTTACTaaaaaaaGTGCTATCAGTCAAATTGACATTGAACGCCTaaaagaaaaaaa
Frrrrerrrrerrrrrrrr e e e e et e e e
Sbjct 550 TAATTTTACTAAAAAAAGTGCTATCAGTCAAATTGACATTGAACGCCTAAAAGAAAAAAA
Query 481 taaaaaCCGTATCACTATTTCTGTCCACACCGCTAAACCAGGCGTTATTATTGGAAAAGA
Frerrrrrrrreerrerrerrerrrrrerr et et e e e et e
Sbjct 610 TAAAAACCGTATCACTATTTCTGTCCACACCGCTAAACCAGGCGTTATTATTGGAAAAGA
Query 541 TGGCGATACACGCAACAAATTAGTTGCCAAACTCAAAGAACTTACCCAAAAAGACGTTAA
Frerrrrrrrreerrerrerrerrrrrerr et et e e e et e
Sbjct 670 TGGCGATACACGCAACAAATTAGTTGCCAAACTCAAAGAACTTACCCAAAAAGACGTTAA
Query 601 TCTTAACGTGTTAGAAGTTAAAAACTCTGATAAAATCGCTTTATTAATTGCTCAAAATAT
Frerrrrrrrreerrerrerrerrrrrerr et et e e e et e
Sbjct 730 TCTTAACGTGTTAGAAGTTAAAAACTCTGATAAAATCGCTTTATTAATTGCTCAAAATAT
Query 661 GGCTG-ACAACTAGAAAATCGTATGTTTTTCCGCCGTGTTCAAAAAATGGCAATCCAAAA
FEerr rrrrrrerrerrerrerrrrrrrr et et e e e et e
Sbjct 790 GGCTGAACAACTAGAAAATCGTATGTTTTTCCGCCGTGTTCAAAAAATGGCAATCCAAAA
Query 720 AGCCCTAAAAGCTGGTGCCAAAGGAGTAAAAACTTTAATTTCTGGTCGTTTGGGTGGTGC
Frerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrr e et et e e e e e
Sbjct 850 AGCCCTAAAAGCTGGTGCCAAAGGAGTAAAAACTTTAATTTCTGGTCGTTTGGGTGGTGC
Query 780 TGAAAT 785
[(NEEEN
Sbjct 910 TGAAAT 915

:130-915'Brassica napus' phytoplasma clone

(rplv)

60

120

249

309

240

369

300
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Sekvence 2: Vysledek porovnani sekvence genu rpS3 vzorku jetele luc¢niho

S nejptibuznéjsi sekvenci nalezenou v databazi NCBI.

>gi|551703875|gb|KC354608.1]

Clover phyllody phytoplasma isolate KVF

ribosomal protein L2 gene, partial c<cds; ribosomal protein S19 and

ribosomal protein L22 genes, complete cds; and ribosomal protein S3

gene, partial cds
Length: 1458
Score = 876 bits(474), Expect = 0.0

Identities = 479/481(99%), Gaps = 1/481(0%)
Strand Plus/Minus
Query 1 TTTTGGGTAAGCTCTTTTATTTTGGCAACTAATTTGTTGCGTGTATCGCCGTCTTTTCCA
Sbjct 1032 TTTICGGTAAGCICTITTATTIIGGCAACTRATTIGITGCGIGTATCGCCGICTITICCA
Query 61 ATAATAACGCCTGGTTTAGCGGTGTGGACAGAAATAGTGATACTGtttttatttttttct
Sbjct 972  ATAMTAACGCCTGUTTTAGCCGTGTGGACAGAAMTAGTGATACTGTITITATTITITICT
Query 121 tLttAGGCGTTCGATGTCAATTTGACTGATAGCGCtttttttagcaaaattattaattagt
FErrrrrrrrr e e e e e et e e e e e e
Sbjct 912 TTTAGGCGTTCGATGTCAATTTGACTGATAGCGCTTTTTTTAGCAAAATTATTAATTAGT
Query 181 ttacgaattaaaaaatcttctttaattaaattaggaatttctttaTCATTAACAAACCAT
FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e et e e e e e
Sbjct 852 TTACGAATTAAAAAATCTTCTTTAATTAAATTAGGAATTTCTTTATCATTAACAAACCAT
Query 241 TGAGATTCCCAAGTTCTAATAATGCCTAATCTTAAGCCGTTAGGATTAGTTTTTTGACCC
Sjot 752  TGAGATICCCAAGTTCTAATAATGCCTAATCTTAAGCCGTTAGEATTAGTTTITIGACCC
Query 301 ACTTTGTTCTTCCTCCTTTGATGTTTGCAAGTTTGTGCTAGAAGTTATTACTAAAGTAAT
Sbjot 732  ACTTIGITCTICCTCCTTIGATGITICCAAGTTIGIGUTAGAAGTTATTACTARAGTAAT
Query 361 GTGGCTGGTTCL Lttt ttAATCATATCACCCGGAACCTTTAGCTCTTGGAAACATACGTT
Sbjot 672  GTGRCTGGTICTITTTTTAMCATATCACCACEAACCTITAGCICTTGEARACATACGTT
Query 421 TTAAACGCAAACCTTCGTTAACAAAAACTTCTTTAACATAAAGTTGTTCGCGGTTTAATT
Sjot 613  TTARACGCAAACCTICGTTAACAARAACTICTTTAACATAAAGTTGITCCCGGITTAATT
Query 481 T 481
Sbjct 553 ; 553
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9.5 Elektroforetické snimky

Obrazek 32: Priklad amplifikace useku rpS3 genu izolatu hmyzu. Vzorek hmyzu 202/6 (sk. XII)
kombinaci riiznych primerd pii teplotd annealingu 50 °C s pidavkem 1 pl Mg 1. F8 + F8bl + R4 (Cy5) + R4_|
(Cy5), 2. F8 + F8bl + R4_I (Cy5), 3. F8bl + R4 (Cy5) + R4 _I (Cy5), 4. F8bl + F8as + R4 (Cy5) + R4_I (Cy5), 5. F8bl
+ F8bs + R4 (Cy5) + R4_I (Cy5), 6. F8 + F8bl + R4 (Cy5). Oc¢ekavana délka produktil je naznacena Sipkou.

280/23A 280/23 202/6 A  202/6

Obrazek 33: Pi¥iklad amplifikace useku rpS3 genu izolatu hmyzu. VVzorky hmyzu 280/23 (sk. 1) a 202/6
(sk. XII) s primery F8 + R4_| (Cy5) (A) a F8as + R4 (Cy5) pii teplot& annealingu 50 °C s piidavkem 1 pl Mg?".
Ocekavana délka produktii je naznacena Sipkou.

MARKER 31 31 £ 26 26 26 32 32 35
(45) (50) (55) (45) (50) (55) (45) (50) (45)

Obrazek 34: Priklad amplifikace useku rps3 genu fytoplazmové DNA ze sbirkovych izolati. VVzorky 31
(sk. I-F), 26 (lI-A), 32 (sk. I11-A) a 35 (sk. V-A) pii teplotach annealingu 45 — 55 °C (teplota uvedena v zavorkach u
jednotlivych vzorkii v obrazku). Reakce s primery F8 + R4 (Cy5) s piidavkem 1 pul Mg®*. Ogekévana délka produktii
je naznacena Sipkou.
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MARKER 35 35 3 3 6 6 6 4 4
(50) (55) (45) (50) (45) (50) (55) (45) (50)

Obrazek 35: Priklad amplifikace tiseku rps3 genu fytoplazmové DNA ze sbirkovych izolatl. Vzorky
35 (sk. V-A), 3 (VI), 6(sk. VII-A) a 4 (sk. IX) pii teplotach annealingu 45 — 55 °C (teplota uvedena v zavorkach
u jednotlivych vzorky v obrazku). Reakce s primery F8 + R4 (Cy5) s piidavkem 1 pl Mg?. Ogekavana délka
produkttl je naznacena Sipkou.

9.6 Hybridizace

Obrazek 36: Hybridizace. Vlevo piiklad hybridizace vzorku 13 (sk. XII) a vpravo vzorku 6 (sk. VII).
Hybridizujici sekvence byly pfipraveny primery F8 + R4 (Cy5).
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