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Souhrn

Fytoplazmy jsou ekonomicky vyznamné rostlinné patng které zfpsobuji
onemocgni ovocnych strorin a ¢ini tak obrovské finaimi ztraty. Jsou detekovatelné
nékolika biologickymi a laboratornimi metodami, z hicje v sodasnosti nejvyznan#si
metoda real-time PCR.

Cilem této prace bylo vybrat vhodny postup a primgmro kvantitativni
polymerazovourettzovou reakci Candidatus Phytoplasma prunorum a dale stanovit
relativni koncentrace této fytoplazmy ve vzorcichdeloranych zioznakovych
a bezpiznakovych strorin merurgk v semenném sadu metkn Zahradnické fakulty
Mendlovy univerzity v Lednici na Morav

Pro detekci a identifikaci fytoplazmy evropské utknky peckovin byly pouzity
primery rpLNS3f/rpLNSr2, fU5/rU3 a fAT/rPRUS. Vyslky relativniho i absolutniho
stanoveni koncentrace fytoplazem v jednotlivych reimh byly velmi variabilni a na
hladint 99 % nebyl prokazan statisticky tgazny rozdil v jejich koncentraci mezi

piiznakovymi a bezfznakovymi stromy.



Summary

Phytoplasmas are economically important plant ggehs which induce diseases
of fruit trees and that is why they induce hugefficial losses. They are detectable with
a number of biological and laboratory methods. &rdg the most important is real-time
PCR method.

The aim of this labour is to choose the suitalote@ss and primers for quantitative
polymerase chain reaction @andidatusPhytoplasma prunorum. Then specify relative
concentration of this phytoplasma in samples gafr@md symptomatic and asymptomatic
apricot trees which arise out of seed plantation Fatulty of gardening, Mendel
University, Lednice na Morav

For detection and identification of European sttrné yellows phytoplasma were
used rpLNS3f/rpLNSr2, fu5/rU3 and fAT/rPRUS primerResults of relative and
absolute determination of phytoplasma concentratioavery single samples were high
variable and the statistically evidential differengén their concentration between

symptomatic and asymptomatic trees has not bearifiggeon the 99% value.
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1 Uvod

Tato prace se zabyva detekci a kvantifik@eindidatusPhytoplasma prunorum.
Candidatus Phytoplasma prunorum, neboli fytoplazma evropslauténky peckovin,
napada rod slivonPfunug a pisobi zn&né ekonomické ztraty.

Fytoplazmy, prokarotické rostlinné patogeny, bylyoppvé pozorovany
v Sedesatych letech dvacatého stoleti. Napadefivite rostlin a jsouignaseny hmyzem.
Napadené rostliny se vyzqgi specifickymi symptomy. Fytoplazmy je mozné deteat
pomoci biologickych a molekularnich metod, z nich¥la vtéto praci pouzZita
kvantitativni real-time PCR.

Smyslem této bakaigké prace bylo vybrat vhodny postup a primery petekki
a kvantifikaci fytoplazmy evropské Zloutenky peckgv a poté stanovit relativni
koncentraci této fytoplazmy wiznakovych a bezfznakovych stromech meréi



2 Cile prace

Cilem mé bakaig&ké prace je vypracovani literarni reSerSe na tdetakce
a kvantifikace fytoplazmy evropské Zloutenky pedkoCandidatus Phytoplasma
prunorum) pomoci kvantitativni polymerazaedzové reakce.

V experimentalni¢asti bude proveden vyb vhodného postupu a priniepro
kvantitativni polymerazovotetzovou reakci fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin
a dale bude provedeno stanoveni relativni konocemtfgtoplazmy evropské Zloutenky
peckovin v fiznych hostitelich stdazem na fiznakové a bezfznakové stromy merdgh.



3 Literarni p iehled

3.1 Fytoplazmy, pivodci onemocréni

Fytoplazmy jsou rostlinné patogeny fiet do oddleni Tenericutes ttidy
Mollicutes(Bergeset al, 2000). Redpoklada se, Ze se vyvinuly z grampozitivnich éxaikt
skupiny laktobacil (Bai et al, 2004). Fytoplazmy osidluji sitkovice rostlin ays
piendSeny hmyzem, ktery se Zivi nasavaniidv & floemu rostlin, fedevS§im merami
a kiisi (Seemiilleet Schneider, 2004).

V poslednim desetileti bylo diky sekvencovani a RREInalyze DNA fytoplazem
a obzvladt potom ribozomalni DNA zjigho, Ze fytoplazmy je moZzno rodd do asi
dvaceti skupin a podskupin. ProtoZe fytoplazmymatebylo mozné kultivovain vitro
a je obtizné je izolovat z hostitelskych Blanjsou poznatky o nich stale nedostate
(Boudon-Padieet al, 2004).

Jednd o ekonomicky vyznamné organismy, protoZerigapji onemocwni

ovocnych stromi a zpisobuji tak obrovské fin&ni ztraty.

3.2 Historie

V Sedesatych letech dvacatého stoleti [Roi al. (1967) pozorovali pomoci
elektronového mikroskopu malé organismy nachazsgiai sitkovicich aster vykazujicich
vyraznou Zloutenku. ProtoZe tyto organismy byly folegicky a ultrastukturou podobné
ZivogisSnym mykoplazmém, ozgd je jako ,MLOs" (dle anglického terminu
.mycoplasma like organisms").

V nasledujicich fech desetiletich byly provédy pokusy o izolaci &hto
organisnii a jejich kultivaciin vitro. AvSak pokusy byly neugpné a pr&¥ kviali tomu
bylo ©Zké tyto patogeny charakterizovat blize a deterwahgejich taxonomicky status.
Proto tedy bylo dlouho neznamou, zda vSechny MLQ@garmismy pai do ftidy
Mollicutes Po mnohych pokusech byly MLOs ustanovenyc¢lemy tidy Mollicutes
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hlavre proto Ze postradaji b&tnou sénu a nelze je kultivovan vitro a také na zaklad
studia 16S rRNA a ribozomalniho proteinu L22 (Gusdaet al, 1994).

Mezinarodni komise systematické biologie v roce 3L%%anovila, Ze ozrani
»,MLO" bude nahrazeno synonymem ,phytoplasma“. Aoege 1994 Murray a Schleifer
zavedli ndzev CandidatusPhytoplasma® pro oziani rodu rostlinnych patogére fad

fytoplazem (Seemdllest al, 1998).

3.3 Charakteristika fytoplazem

Prokaryotické biiky fytoplazem nemaji na povrchu kignou stnu. Jsou obaleny
pouze plazmatickou membranou a vypin cytoplazmou obsahujici ndh@drozmisené
ribozomy a DNA uspiadanou az na vyjimky do kruhového chromozomu (Vgpm je
napiklad fytoplazma proliferace jabléns linearnim chromozomem). Je znamo, Ze
fytoplazmy, obzvla$t v patatku infekce, existuji i ve vlaknité agtwvené forng. Fi
pozorovani pomoci transmisniho elektronového mKkapa bylo zjiSéno, Ze buiky
fytoplazem jsou kulaté az vlaknité siprrem 200 — 800 nm (IRPCM, 2004).

Organismy itidy Mollicutes jsou charakterizovany malym genomem o velikosti
600 — 2200 kb (Marconet al, 1999), ktery m& nizky obsah cytosinovych a guanjoh
bazi, asi 23-26 % (Gundersehal, 1994; Seemdlleet al, 1993. Velikost chromozor
fytoplazem se pohybuje vrozmezi 630-1350 kb (Maecet al, 1999). Genom
fytoplazem obsahuje jeditigou sekvenci CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT
genu 16S rRNA (IRPCM, 2004Funkci stop kodonu ma u fytoplazem sekvence UGA
(Bai et al, 2004). Genom fytoplazem neobsahuji&teré metabolicky vyznamné geny,
nagiklad gen pro ATP syntasu,ckemuz pravdpodobré doslo v disledku adaptace na
vyzivové bohaté progedi (Kakizaweet al, 2006).

Organismy rodu GandidatusPhytoplasma“ jsou citlivé na antibiotika skupiny
tetracyklini, ale ne na penicilin a digitonin. Dale jsou célina hypotonické pragdi
(IRPCM, 2004).

Fytoplazmy peZivaji a mnozi se pouze v hypertonickém peai napiklad

vrostlinném floemu nebo viiitich tkanich hmyzu. RozmnoZuji se ¢paoim,
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piehradénym dlenim nebo fragmentaci vlaken. Jedna se odmdtrivelmi nar@né
organismy, jejich existence je spojena mimo jingiimmnosti cholesterolu, jenz je

soutasti jejich plazmatické membrany (Seemidieal, 2004).

3.4 Fytoplazmy, ekonomicky vyznamné patogeny

Prvni zadznamy evidujici onemagn spojené s osidlenim rostlinného floému
prokaryotickymi organismy pochazeji z roku 1967. @ddoby jsou stovky syndram
rostlin spojovany prays fytoplazmami (IRPCM, 2004).

V Evropé jsou ekonomicky nejvyznamdj$i onemoc#ni ovocnych strorn jako
nagiklad proliferace jablo¥ chfadnuti hruSé a evropska Zloutenka peckovin. Tato
onemockni vedou ke snizeni vynosu a kvality Urody (Seeenéli al, 2004).

Pricemz proliferace jablanje onemoc#ni vyskytujici se pouze v Evrém bylo
poprvé popsano v ltalii. ESFY se vyskytuje v Ewopurecku a bylo popsano dokonce
i v Japonsku. Ciadnuti hrusé bylo poprvé popsano v severni Americe, kam se

pravdpodobrt rozstilo z Evropy (Seemdilleet Schneider, 2004).

3.5 Zpilisoby prenosu

Fytoplazmy osidluji rostlinné sitkovice aidka i pifivodné parenchymatické
bunky. Dale Zziji ve sevech, hemolyn# slinnych Zldzach a jinych organech svych
vektori, boda¥ savého hmyzu, kterymi jsou depgji mery (Psylloideg a Kisi
(Psyllineg (IRPCM, 2004).

PrenaSéem fytoplazem je hmyz, ktery se zivi nasavanfav& floemovych tkani
rostlin. Spolu set&vou nasaje i fytoplazmu, ktera se dostane do §é#bua, kde se zae
mnozit. Po namnoZeni vefs® se dostane do slinnych Zlaz, odkud se po nabognéti
rostliny dostane dovriittéto rostliny a infikuje ji. Tento hmyz fytoplazmgienasi

perzistentd, coZz znamena, Ze se fytoplazmy ve vektoru ud@uogprodukuji po dlouhy
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¢as, ¢asto i po cely Zivot vektora. U hmyzuanou fytoplazmy zfisobovat pediasnou
smrt (McCoyet al, 1989), ale $tSinou hmyz pezivad normalé

Déle je penos mozny kokotici Quscuta campestiis a vegetativnim
rozmnozZovanim pomaoci rotipiizki, oddenky, cibulemi nebo hlizami (McCat al,
1989).

3.6 Projevy nakazy fytoplazmou

Nékteré druhy rostlin, §etre hospod#sky vyznamnych, jsou i infekci
fytoplazmou vnimavé achkteré naopak tolerantni. V zavislosti na hostifgtoplazmy
zpasobuji mimdadné fistové zngny. Tyto znény jsou disledkem odniméani zasobnich
a rnistovych latek (nap sachardzy nebo kyseliny indol-3-octoveé) rostliRytoplazmy se
akumuluji v sitkovicich, coz #igobuje blokaci transportu latek v rostlia to se projevuje
zmenami ve vyvoji aiistu rostlin (IRPCM, 2004).

Mezi hlavni symptomy napadeni rostlin ipaiedukce velikosti list, proliferace
axilarnich pupef, predcasné vadnuti, Zloutenka a svinutkadjgtrodluzovani internodii.
Projevem poruchy metabolismu je syntéza chlorofylokvétnich listcich keta, které
jsou pak zelené. Kini organy byvajtasto transformovany v listy (tzv. fylodie) a dochaz
k prodlouzeni ketni stopky na 2 az 7 cm (IRPCM, 2004). Pro infektoplazmou je
typicka sterilita kéti. Napadeni fytoplazmou jeéasto bezfiznakové, pak mluvime
o latentni infekci (McCoet al, 1989).

Napadeni hmyzu fytoplazmou zpravidla neprovazi ifipké symptomy, ale
fytoplazmy u hmyzu mohou apobovat mortalitu &hem embryonalniho vyvoje (IRPCM,
2004).

3.7 Detekce fytoplazem

Metody detekce fytoplazem ttheme rozdlit do dvou hlavnich skupin, metody

biologické (zaloZzené na roubovani na indikatoraatliny) a metody laboratorni (detekce
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pomoci fluorescami mikroskopie, real-time PCR, RFLP a sekvencovdfi]SA)
(Ahrenset al, 1992; Jarausaét al, 2001; Loiet al, 2002; Seemilllezt Schneider, 2004).

3.7.1 Biologicka detekce fytoplazem

Biologicka detekce fytoplazem se v gaané dob provadi pouze nardvindch a to

jejich roubovanim na indikatorové druhy (Pastetral, 2001).

3.7.2 Detekce fytoplazem fluoresc#m mikroskopii

Metoda detekce fytoplazem pomoci fluoreseénmikroskopie byla vyuZivana
hlavré v minulosti. Jedna se o metodu malo citlivou ahdré nespecifickou. Je zalozena
na zngeni DNA fytoplazmy pomoci fluorochromu DAPI (4" ,Gachidino-2-fenylindol).
Barveni se provadi na tenkydbzech (10-15 um) ziskanych ze stinkapiki nebo
kofeni testovanych rostlin. lhned poté jsou preparatyopmziny ve fluorescemim
mikroskopu. Bitomnost fytoplazmy je detekovanac¢de az tmag¢ modrou barvou
oznaenych fytoplazem v sitkovicich napadenych rostlegZz znamenda, Ze jejich
piitomnost je detekovana, ovSem ng@me blize wit, o jakou fytoplazmu se jedna
(Ahrenset al, 1992).

Vyhodou této metody jsou rychlost, jednoduchosiz&ké provozni naklady. AvSak
je poteba mit k dispozici kvalitni fluoresc&m mikroskop a zmrazovaci mikroton.
DuleZité jsou téZz zkuSenosti pracovnika, protoZze riglyvje jednoduché odliSit
fluorescenci fytoplazmové DNA v sitkovicich od pdza

3.7.3 ELISA
Imunochemick& metoda ELISA neni v gaanosti pilis vyuzivana. Je zalozena na
reakci povrchovych antigéns monoklonalnimiti polyklonalnimi protilatkami. ¥tSina

specifickych protilatek je ipravovana pouze pro fytoplazmy, které se v hdgthe

vyskytuji ve vysoké koncentraci (Let al, 2002).
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V souwasnosti je metoda pouzivana pro detekci fytoplazogutenky aster
(Barbaraet al, 2002).

3.7.4 PCR, RFPL a sekvencovani

Pro detekci a identifikaci fytoplazem se v posletinietech nejvice vyuziva
polymerazové rettzova reakce, ktera nabizi obrovské vyhody, jakongddchost
provedeni, moznost jejiho fippasobeni, vysokou specifitu a citlivost detekce
a identifikace. PCR detekce je mnohem a¥Bv nez mikroskopické a sérologické metody
(Ahrenset Seemdller, 1994; Goodwet al, 1994) a navic je vhodna i pro detekci nizkych
koncentraci fytoplazem vealinach (Ahrengt Seemdiller, 1994).

Existuje rekolik zpasohi jak detekovat fytoplazmu pomoci PCR prifher
odvozenych ribozomalnich a neribozomalnéésti chromozomu (Ahrenst Seemdller,
1992; Firraoet al, 1993). B vyuziti ribozomalnich primér jsou detekovany samotné
fytoplazmy nebo i dalSi prokaryotické organismytoAo divodu musi byt amplifikované
fragmenty u&eny pomoci analyzy resttikich mist nebo hybridizaci se sondami
specifickymi pro dany patogen (Firrad al, 1993). Neribozomalni primery jsou @éoo
specifitejSi, avSak pro iesnou identifikaci je vyuzivAna metoda délkového
polymorfismus restrignich fragment (RFLP) (Jarausclet al, 1994). Pomoci RFLP
analyzy jsou amplifikované produktyépeny fiznymi restriknimi enzymy, nagpené
produkty jsou poté separovany pomoci elektroforéagrveny ethidium bromidem
a vizualizovany pomoci UV transluminatoru. Pot@grovnanim naspenych fragmerit
s kontrolnimi vzorky ufen druh fytoplazmy (Leet al, 1998).

DalSim zmsobem jak identifikovat fytoplazmu je sekvencovdBS rDNA-23S
rDNA oblasti a nasledné porovnani této sekvence gobrspecializovanych progrdm
a databazi s identickyméi podobnymi sekvencemi (Weét al, 2007). Na zaklad
sekvencovani 16S rDNA fytoplazem bylo mimo jiné garanim zji&no, Ze se jedna
o uniformni organismy jejichZ patogenita je fylogéoky velmi Uzce spojena (Seemdiller
et Schneider, 2004).
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Tyto metody se spolu s dalSimi molekularnimi metoidgouzivaji nagklad
k intenzivnimu studiu fytoplazmy proliferace jabtonevropské Zloutenky peckovin
i chfadnuti hrusé (Seemtilleet Schneider, 2004).

3.7.5 Kvantitativni PCR

Prvni zminky o real-time PCR pochazeji z roku 1@9@uchiet al, 1993. NezZ se
tato metoda stala vSeob&amznavanou, trvalo toékolik let. V sowasnosti je vyuzivana
k nejniznéjSim (elim, protoze umaiuje amplifikovat DNA a stanovit pet kopii
templatové DNA ve vzorku, mimo jiné i k detekci aaktifikaci fytoplazem(Christensen
et al, 2004).

Béhem real-time PCR reakce ademe v realnémcase sledovat amplifikaci
produktu v jednotlivych cyklech. Mnozstvi amplifik@ného produktu je mozno vyjéd
dvéma zmisoby. Prvni moznosti je tzv. absolutni stanovetérék vyuziva kalibréni
kiivku, z niz je pimo odeitdn p@&et kopii templatu. Druhou moZnosti je tzv. relativn
stanoveni, které vyjddje v procentech zémy mnoZzstvi templatu mezi vzorky vzhledem
k interni kontrole (Klein, 2002).

Uroven specifity a citlivost detekce je zaviskia pouzitych chemikaliich. iP
pouziti fluorochromu, najklad SYBR® Green, je reakce mgrspecificka, protoze
SYBR® Green detekuje vSechny dvouSroubovice DN&etme nespecifickych PCR
produkii (muze detekovat faleSnou pozitivitu), proto pro dosaz#esnych vysledk je
potreba reakci optimalizovatKlein, 2002) Fruorochrom interkaluje do PCR produktu
a emituje zéeni o specifické vinové délce, které je detekovéptickou ¢asti real-time
cykléru (Galettcet al, 2005).Pri pouziti specifické sondyjagiklad hydrolyz&ni sondy
TagMan®, dochazi k hybridizaci sondy s PCR amplikonem, goibziuje jeho pesnou
kvantifikaci. Sonda nese na a@pgch koncich reporter, kterym byva fluoresten
barvivo (FAM, JOE, TET; jeho volba je zavisla nagpuy real-time cykléru a jeho
excitatnich a emisnich kanéalech), a zhagBHQ-1, DABCYL; jeho volba je zavisla na
emisnim zéenim fluoroforu). Zéeni emitované fluorescémim barvivem po jeho excitaci
je pohlcovano zh&gem v gipad, kdyZ jsou reporter a zhaSe tésné blizkosti. Zngni

TagMan® sondou vyuZivAd 53" exonukleazovou aktivitu DNA polymerasy, kdy
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polymerasa degradujefiphycenou sondu, dikgemuz dochazi k nastu fluorescence,
protoZze reporter se nenachazigsné blizkosti zhage. Pro spravnou exonukledzovou
aktivitu DNA polymerasy je nutna koncentracedsnatych iont okolo 5 mmol/l Détsch
et al, 2005). NevyhodouTagMan® sondy je, Ze pro kazdou sekvenci je nutno
syntetizovat jinou sond(Klein, 2002).

Na rozdil od ostatnich molekularnich metod je temeé PCR mnohem rychlejsi,
a pro detekci fytoplazem citiySi. Pibch reakce je urychlen pouzitim malého objemu
reakeni snesi. DalSi vyhodou je, Ze neni nutné vyhodnocovaRP&odukt pomoci
elektroforézy, coz snizuje riziko kontaminace latiaie (Klein, 2002).

Metoda real-time PCR je v stasnosti velmi vyuZivanou metodou pro detekci
a kvantifikaci fytoplazem, coZ dokladuje ne&pb wdeckych ¢lanka na toto téma.
Napiklad Torreset al. (2005) pouzili real-time PCR spolu se sond@®YBR® Green |
k citivé a simultanni kvantifikaci fytoplazem sking proliferace jablo& (skupina
16SrX). Dale tuto metodu vyuzili Martinet al. (2007) pro detekci a kvantifikaci
Candidatus Phytoplasma prunorum v jejich hostitelich a hmyaiektoru Cacopsylla
pruni. Taktéz Yvoret al. (2009) detekovali a kvantifikovali ESFY pomocilrdene PCR.
Pro detekci fytoplazem #pobujicich Zloutenku révy vinné pouzili tuto meto8ingelini
et al.(2007).

3.8 CandidatusPhytoplasma prunorum

Pro Candidatus Phytoplasma prunorum existujekolik synonymnich nazv
V Ceské republice se rgjstji setkavame s nazvem fytoplazma evropské Zloutenky
peckovin nebo zkratkou ESFY (pochazejici z jednatamglickych nazs). V anglicky
mluvicich zemich pak s nazvy European stone fra@llows phytoplasma, Apricot
chlorotic leaf roll virus nebo Peach chlorotic leall virus (EPPO).

ESFY miZzeme taxonomicky Zadit dotiSe Bacterig odcEleni Tenericutestiidy
Mollicutes fad CandidatusPhytoplasma (Seemillet al, 1998; Bergest al, 2000;
IRPCM, 2004).
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Candidatus Phytoplasma prunorum napada rod slivoRruqug, negasti
meruiku obecnou Rrunus armeniacg broskvar obecnou (Prunus persica slivon
japonskou Prunus salicing, piipadré i Svestku domaciRrunus domestiga ale v tomto
piipadt se ¢tSinou jedna o be#jznakovou infekci. Dale d¥e girozere infikovat
n¢které plevele, jako ndklad svilaec rolni Convolvulus arvensjsnebo troskut prstnaty
(Cynodon dactylon (Németh, 1986). ienos ESFY se uskutguje hmyzim vektorem,
kterym je nejastji Fieberiella florii. CandidatusPhytoplasma prunorum byla detekovana
v nékolika evropskych zemich, hlayrve Francii, Nmecku, Recku, Italii, Rumunsku,
Sparglsku, Svycarsku a v neposledatt v Ceské republice (EPPO).

Symptomy onemocmi evropskou Zloutenkou peckovin mohou byt detekgva
béhem celého roku. AvSak nejlepSi doba pro sledopéimhaki je pred kvetenim stroin
ana konci léta. Nejlépe pozorovatelnyrfizpakem je vyrazna zakrslost infikovanych
stromi. Dale miZeme pozorovat zény na listech, které jsoéasto svinuté s mirnou az
silnou Zloutenkou. Nejprve dochazi k modifikactdisia jednotlivych ¥tvich, ze kterych
se zngny rozsfi do celé koruny stromu. Listy také mohou mit znesiéXepele nebo
pieccasre opadavaji. U slivoni japonskyckiasto dochazi k redukci velikosti list
a ke zbarveni ligt do ¢ervena. Po napadeni stromu ESFY dochazi k redu&iup
nasazovanych k#. Plody byvaji obvykle mensi, dozravajietasré a opadavaji, nebo
na Wtvich zasychaji (EPPO).

Németh (1986) popsala tvar hkitn Candidatus Phytoplasma prunorum jako
pleiomorfni. OvSem vyskytuji se i ve vlaknité farnpodobr jako Bacillus acidophilus
Pleiomorfni a vlaknity tvar fytoplazmy iieme najit v mladych &erstw infikovanych
buinkach rostlinného floemu. Ve starych a dlouho infidoych buikach je fytoplazma
stlatena a degenerovana (EPPO).

Evropska Zloutenka peckovin vyrazovliviiuje ekonomické vynosy zptovani
ovocnych strom. Stromy merugk odumiraji 12-24 @siai po vyskytu prvnich syndroim
v dasledku tohoto onemoéni. Broskvor’ mohou odumirat podstatuliive, viadu tydri.
Slivon japonska se&asto sama vyl#, ale u meruék je tento jev vzacny. Ndjklad ve
Francii je ESFY zodpaddna za uhyn 60-70 % stragnmerurgk (EPPO).

-18 -



4 Material a metody

4.1 Material

Experimentalnicast byla provedena se vzorky metkinkteré bylyodebrany dne
25.7. 2008 vsemenném sadu mekunZahradnické fakulty Mendlovy univerzity
v Lednici na Mora¥ (viz. Tab. 1).

Tab. 1. Seznam vzotkpouzitych pro experimenty.

Cislo Presné ukeni mista odkru Odebrany Symptomy odobérovych
vzorku vzorek stromii
3431 Hargrand XIII/3 3. strom lyko iffiznakovy
3432 Hargrand XIII/3 1. strom lyko iffiznakovy
3433 Veselka I11/8 2. strom lyko hfunuti deva
3434 Olimp VIII/7 2. strom lyko bez symptoin
3435 Saldcot VIII/4 4. strom lyko fiznakovy
3436 Veselka I11/8 1. strom lyko bez symptém
3437 Hargrand XIII/3 2. strom lyko iffiznakovy
3438 Collatis XXII/3 2. strom lyko piznakovy
3439 Arzami Aromatnyj XI/11 5. strom lyko ifznakovy
3440 NJA-35 IX/11 2. strom lyko fiznakovy
3441 Churmai 1/10 1. strom lyko ifznakovy
3442 Hargrand XIII/3 4. strom lyko bez symptém
3443 LE 3204 XXVIII/1 2. strom lyko piznakovy
3444 Murfatlar XII/9 2. strom lyko bez symptain
3445 Hatio Colomer VIII/8 4. strom lyko ifiznakovy
3446 Olimp VIII/7 3. strom lyko bez symptoin
3447 Saldcot VIII/4 1. strom lyko fiznakovy
3448 Murfatlar XII/9 1. strom lyko bez symptain
3449 Hargrand XIII/3 5. strom lyko ifiznakovy
3450 Poljus Junskij VIII/11 3. strom lyko ifznakovy
3451 Nachodskaja krajova 2¢tev lyko bez symptoin
3452 LE 6034 3. strom, 2.&tev lyko bez symptoin
3453 Pentagon 3. strom, Ztve lyko bez symptoihn
3454 Harcot 4. strom, 1.&tev lyko chloroticka svinutka
3455 Veselka 3. strom, 1.¢&tev lyko siln& chloroticka svinutka
3456 Nachodskaja krajova 1¢tev lyko chloroticka svinutka
3457 Harcot 4. strom, 2.dtev lyko bez symptoin
3458 Iskra 2. strom, 1.dtev lyko chloroticka svinutka
3459 Pentagon 3. strom, 1étev lyko chloroticka svinutka
3460 Iskra 2. strom, 2.dtev lyko bez symptoin
3461 Veselka 2. strom, 2.&tev lyko bez symptoihn
3462 LE 6034 3. strom, 1.&tev lyko chloroticka svinutka
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4.2 l1zolace DNA

Ze segmerit odebranych &vi bylo mechanicky odfleno Iyko (cca 2 g), které
bylo nasledns ve teci misce homogenizovano spolu s 8 ml pracovnilzdoko pufru
Dellaporta 1x zaipdavku malého mnozstvi (na ki noZze) méského pisku.

Pro odstraéni hrubého balastu byl homogenatielg do 30ml kyvety
a centrifugovan 4 minip1000 rpm (4 °C). Vznikly supernatant byles uhelon felit do
Cisté kyvety a centrifugovan 25 miri 14000 rpm (4°C)¢imz doSlo k zakoncentrovani
DNA fytoplazmy.

Pro uvolréni DNA do roztoku byl vznikly sediment resuspendové 2 ml Doyle-
Doyle pufru s pidavkem 5 pl merkaptoethanolu na vodni lazni (6)) R@e byl ponechan
20 min. Nasled& byl lyzat vychlazen, byly do & piidany 2 ml smisi chloroformu
a isoamylalkoholu a celad s byla promichana fpvracenim)¢imz dosSlo k odstrami
bilkovin a ostatniho balastu.

Poté byl lyzat centrifugovan 10 miri 000 rpm (4 °C). Po centrifugaci bylo do
mikrozkumavky odebrano 0,5 ntiré vodni faze, do které byl nasledpridan 1 ml
izopropylalkoholu a s&s byla promichana fpvracenim). Timto krokem doslo
k vysrazeni izolované DNA.

Takto vznikly vzorek DNA byl umigh pres noc do mrazaku (-20 °C). Nasledujici
den byl vzorek centrifugovan 10 mirti 8000 rpm (4 °C), sediment byl promyt 1 ml
70% ethanolu a @&b 10 min centrifugovan ip 18000 rpm (4 °C). Na z&v byl vzorek

DNA rozpusén ve 100 ul deionizované vody.

Slozeni roztoki

Dellaporta 2x Dellaporta 1x Doyle-Doyle

K,HPQ, . 3H,0 21,79  Dellaporta 2x 100 ml CTAB Merk 125¢9
KH,PO, 4149 Deionizovana voda 100 mINaCl (5 M) 140 ml
Sachar6za 100g Kyselina askorbova 1,06 g EDTA (0,5 M) 20 ml
BSA 159 TRIS (1 M, pH=8,0) 50 ml
PVP-10 20 g PVP-40 59
Deionizovana voda 500 mi Doplnit do objemu 500 ml

deionizovanou vodou
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4.3 Hiprava standardu pro kvantitativni PCR

4.3.1 PCR amplifikace neribozomalniho segmentu rphRf/rpLNSr2

Pro gipravu standardu pro kvantitativni PCR bylo nutméplfikovat DNA
sekvenci fytoplazmy obsaZenou v pozitivnim vzorkiery byl pedtim izolovan
Z piiznakového stromu meilky a nasledé podroben PCR reakci a elektroforéze, ktera
potvrdila gitomnost DNA fytoplazmy. Jednalo se konkgétmvzorekéislo 2581 (Olimp
VIII/7 3. strom; g@iznaky: chlorotickd svinutka a prosychani; odebdire 25.7. 2008
v semenném sadu megkn Zahradnické fakulty Mendlovy univerzity v Ledniaia
Moraw), ktery byl 5x ngeden.

Pro praci byly pouzity primery rpLNS2f/rpLNSr2 (Mam et al, 2007). Reatni
smes pro PCR reakci bylafipravena ve sterilnim boxu za pouZiti sterilnichmgoek.
Nejprve byla do 1,5ml mikrozkumavkyipravena reakni snmés sestavajici z redkiho
pufru, hdecnatych iont,, sterilni deionizované vody, deoxyribonukleozidisiat
(dNTPs), primek a polymerasy (viz. Tab. 2). Tato &snbyla nasledhrozpipetovana do
ttech PCR zkumavek s objemem 0,2 ml. Poté byly dmiphvdvou 0,2ml zkumavek
piidany pozitivni vzorky a do posledni zkumavkiidadna sterilni deionizovana voda,
ktera slouzila jako blank.

Zkumavky s readni snesi a vzorkem nebo vodou byly promichany pomoci
vortexu, stéeny na stolni centrifuze a umisy do termocykléru, kde prehla
polymerdzovéetezova reakce dletpdem definovanych podminek (viz. Tab. 3).

Tab. 2: Rozpis reaki sntsi pro PCR s primery rpLNS3f/rpLNSr2.

PoloZka Koncentrace pracovniho roztoku Koné&na koncentrace Pipetu;j 1 test
Pufr 10 x 1x 2,5l
MgCl, 25 mmol/l 2,5 mmol/l 2,5 ul
Voda 11 pl
dNTPs 1 mmol/l 200 pmol/l 5 pul
Primer rpLNS2f 20 pmol/pul 0,3 pmol/l 0,375 pl
Primer rpLNSr2 20 pmol/ul 0,3 pmol/l 0,375 pl
RedTaq polymerasa 1 U/ul 1,25 U/reakce 1,25 pl
Objem reakni snesi 23 pl
Objem vzorku 2 pul
Celkovy objem reakce 25 pl
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Sekvence primé&rrpLNS3f/rpLNSr2 (Martiniet al, 2007):
roLNS2f (5°-GTG CTG AAG CTA ATT TAT TG-3)
roLNS2r (5"-CAA TAT GGC TAG TTC TTT TT-3")

Tab. 3:Casovy a teplotni profil PCR reakce.

95 °C 11 min
94°C15s
54°C15s 40 cykl
72°C20s

72 °C 8 min

4.3.2 Elektroforéza na 1% agarézovém gelu

Vysledek polymerazoviettzové reakce byl vyhodnocen na 1% agarézovém gelu,
ktery poté slouZzil pro izolaci PCR produktu.

Nejprve byl gipraven 1 % agarézovy gel smichanim a naslednynaateaim
v mikrovinné trou 1 g agarézy a 100 ml pufru TAE 1x. Bylo odebran® whl
piipraveného gelu. Odebrany gel byl ochlazen na €&@ byly do & pridany 2 pul
ethidium bromidu (koncentrace 10 mg/1 ml), a poy del vylit do vanéky. Po il
hodiné byl gel genesen do elektroforetické vaéky a pevrstven pufrem TAE 1x po
rysku.

Do prvni jamky ztuhlého agar6zového gelu bylo nanes5 pl standardu
molekulové vahy (100 bp ladder DNA) a do nasleddfigamek po 5 pul PCR produkt
(v¢etre blanku). Elektroforéza byla sp&ga na @l hodiny pi 70 V. Po dobBhnuti

elektroforézy byl pomoci UV transluminatoru vyhodea vysledek.
4.3.3 Purifikace PCR produktu
Z agar6zového gelu byla naslédzolovana DNA fytoplazmy podle pomaoci kitu

QIAquick Gel Extraction Kit dle protokolu vyrobc®[Aquick Spin Handbook 07/2002;
QIAGEN, Germany).
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Nejdiive byla pomoci sterilniho skalpelu pod UV transhdmorem z 1%
agarézového gelu viznutacast obsahujici PCR produkt. ¥3nuty gel byl umisin do
1,5ml mikrozkumavky a byla zji&a jeho hmotnost. Do téZze zkumavky byidan pufr
QG odpovidajici trojnasobku hmotnostifignutého gelu (1 pl ~ 1 pg). Mikrozkumavka
s vyriznutym gelem a QG pufrem byla inkubovana 10 minvodni lazni pi 50 °C.
Béhem inkubace byla kazdé 2-3 minuty mikrozkumavkeesmvana, aby se gel s DNA
lépe rozpustil. Po Uplném rozpést gelu bylo zkontrolovano, zda barva&inje Zlutd,
stejre jako QG pufr bez rozpudiého gelu. Ke vzorku bylifgan isopropanol ekvivalentni
k hmotnosti vyiznutého gelu (1 pl ~ 1 pg) a obsah zkumavky bghpchan. QIAquick
kolonka byla umisha do 2ml sérné zkumavky. Na QIlAquick kolonku byl napipetovan
cely vzorek a kolona byla centrifugovana 1 min $000 rpm. Obsah gmé zkumavky
byl vylit a kolona umisina zgt do skErné zkumavky. Na kolonku bylo napipetovano
0,5 ml QG pufru a centrifugovano 1 miii pO00 rpm¢imz doslo k odstrami poslednich
zbytki agar6zy. Na kolonku bylofigano 0,75 ml PE pufru, 1 min centrifugovanb p
5000 rpm¢imz doSlo k promyti kolony. G byl vylit obsah s&rné zkumavky a kolona
ve skErné zkumavce byla @p centrifugovana 1 minip 13000 rpm. QIAquick kolonku
byla umistna docisté 1,5ml mikrozkumavky. Pro eluci DNA bylaigano 50 ul EB
pufru na sted membrany QIAquick kolonky a centrifugovano 1 min13000 rpm.

PreciStény PCR produkt byl dale ligovan do pGem-T plazm{dGEM-T Vector
Systém, Promega, USA) dle modifikovaného protokgiwbce.

4.3.4 Ligace PCR produktu

PCR produkt, ktery byl vyhodnocen pomoci elektréiyr na 1 % agarézovém
gelu a izolovan z tohoto gelu, byl ligovan do pGé&mtazmidu (pGEM-T Vector Systém,
Promega, USA) dle modifikovaného protokolu vyrobce.

Do 0,2ml mikrozkumavky bylo napipetovano 5 pl igého pufru, 1 pl T4 DNA
ligasy, 0,5 pl pGem-T plazmidu a 3,5 pepsttného PCR produktu. Ligace probihala
pies noc pi 4 °C.
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4.3.5 Transformace bakterii E. coli

Pro namnoZeni rekombinantniho plazmidu pGem-T pylyzity komplementarni
bakterialni biiky JIM109. Transformace préhla teplotnim Sokem dle protokolu vyrobce.

Do 1,5ml mikrozkumavky bylo napipetovano 75 pl katgntnich bugk a 5 pl
ligovaného produktu. S&¢s byla inkubovana 20 min na ledu. Poté byla&smwystavena
teplotnimu Soku 42 °C po dobu 45 sianesena zfh na led. Po 2 minutach bylgigano
850 ul Zivného SOC média a vzorky byly promichavaaytepaice 1,5 hod $ 37 °C.
Smes byla zkoncentrovana centrifugaéi #000 rpm po dobu 2 min, a poté byl odstran
supernatant. Pelet byl resuspendovan v 50 pl laitiiho média. Bakterialni suspenze
byla nasled& rozetena na povrch LB média sigavkem ampicilinu (100 pg ampicilinu
na 1 ml média), X — Gal a IPTG (X — Gal a IPTG sekdltivatniho média fidavaji
k vizualizaci Uuspsného proghnuti transformace a vneseni vektoru do bakteBii)iky
byly inkubovany i 37 °C gres noc v termostatu.

Druhy den byly bilé bakteridlni koloniecgnokulovany naterstvé LB médium
obsahujici ampicilin a @p inkubovany pes noc i 37 °C. Na povrchu média v kultivai
misce narostly transformované bakterialni kolonié & modré barvy.

Skrining pozitivnich (bilych) kolonii byl provedgromoci PCR reakce s vyuZzitim
primeri M13f a M13r,¢imz byla detekovana velikost vysledného PCR praduReakni
smés byla gipravena dle rozpisu v Tab. 4. PCR reakce probitda ¢asového
a teplotniho profilu v Tab. 3. Jako vzorek byly piby testované kolonide. coli. Jako

blank byla pouzita sterilni deionizovana voda ceatnji 5 pl.

Tab. 4: Rozpis reaki snesi pro PCR s primery s primery M13.

PoloZka Koncentrace pracovniho roztoku Koné&na koncentrace Pipetuj 1 test
Pufr 10 x 1x 2 ul
MgCl, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,2 pl
Voda 7,8 ul
Nukleotidy 1 mmol/l 400 pmol/l 8 ul
Primer M13f 20 pmol/ul 0,4 pmol/l 0,4 pl
Primer M13r 20 pmol/ul 0,4 pmol/l 0,4 pl
RedTaq polymerasa 5 U/ul 1 U/reakce 0,2 pl
Objem reakni snesi 20 pl
Objem vzorku 0 ul
Celkovy objem reakce 20 pl
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Sekvence primé&rM13r/M13f (Invitrogen, 1999):
M13f (5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3")
M13r (5"-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3)

Pritomnost PCR produktu byla vyhodnocena gelovou tedékézou na 1%
agar6zovém gelu v TAE pufru. Z pozitivnich kolotuyly vytvoreny konzervy, které
slouzi k dlouhodobému uchovavani rekombinantni¢tenginich klori.

Bakterie byly kultivovany v tekutém LB/Amp médiu stalého tepani pi 37 °C
pies noc. Druhy den bylo 850 pl bakteridalni suspemq#eneseno do sterilni
mikrozkumavky, do které bylo potéfigano je& 150 ul glycerolu (do koreé
koncentrace 15 %). Konzervy byly uloZeny v hlubokamicim boxu fi — 80 °C.

4.3.6 Izolace plazmidu

Pro nasledujici praci bylo nutné z transformovanyetkterii izolovat plazmid
s vloZenou sekvenci fytoplazmy. Izolace byla pr@redpomoci QIAPrep Spin Miniprep
Kitu dle protokolu vyrobce (QIAquick Spin HandboBk/2002; QIAGEN, Germany).

Do 2ml mikrozumavky bylo odebrano 1,5 ml transfouaoych E. Coli v LB
meédiu a nasledn centrifugovano 3 min ip 6000 rpm. Po centifugaci byl odebran
supernatant a lakky byly resuspendovany ve 250 pufru P1. Bylo pidano 250ul pufru
P2 a okamZz# promichano fevracenim zkumavky (15 kréat). Bylgigano 350ul pufru
N3 aihned promichanoigvracenim zkumavky (10 krat). Suspenze byla cegioifana
10 min @ 13000 rpm. Supernatant bytgpipetovan na QIAPrep Spin kolonu. Kolona
byla centrifugovana 60 Fipgl3000 rpm a filtrat odstr&n. Kolona byla promytailanim
0,5 ml pufru PB, centrifugovana 60 & @3000 rpm. Kolona byla promytafiganim
0,75 ml pufru PE, centrifugovana 60 8 3000 rpm. Kolona byla centrifugovana dalsi
minutu,cimZ byl odstratén zbytkovy promyvaci pufr. QIAPrep Spin kolona bylaistna
do ¢isté 1,5ml mikrocentrifugai zkumavky a do jejiho igdu bylo napipetovano 5d
pufru EB, ktery z kolony uvolnil izolovanou DNA. kana s EB pufrem byla ponechana

minutu stat a poté byla 1 min centrifugovaiiali3000 rpm.
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Po izolaci plazmidu bylo provedeno ¢éfni koncentrace &istoty pomoci

Nanodropu a nasledryl stanoven p&et kopii templatu v 1 pl vzorku pomoci vzorce:

potet kopii DNA = (naméiené koncentrace plazmidu [ng/pl] x 6,022.76) / (potet
bazi klonovaného tseku x 1.7« 650)

Pozn. Vzorec pro vypet byl ziskan z webového odkazu:

http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndnd.htm

Po zjisEni paitu kopii templatu ve vzorcich byla vyttema #ed’'ovaci fada
(6,87.16° — 6,87.16 kopii v 1 pl vzorku), kterd slouzila jako zékladopvytvoreni

kalibratni kiivky metodou real-time PCR.
4.4 Absolutni a relativni stanoveni koncentrace BSY ve vzorcich

Pro absolutni stanoveni ga kopii DNA fytoplazmy v odebranych vzorcich byla
vytvoiena kalibrani kiivka metodou real-time PCR pro primery rpLNS2f/rfhi@
(6,87.16 — 6,87.18kopii v 1 ul vzorku) a fU5/ru3 (18 — 10 kopii v 1 pl vzorku, pozn.
standard pro vyti@ni kalibr&ni kiivky byl ziskan od vedouciho prace). Poté byla
provedena kvantitativni PCR s odebranymi vzorkyz(pgied provedenim real-time PCR
s primery fU5/rU3 byly vSechny vzorky podrobeny tegls PCR a 1000x mediny).
Vyhodnoceni bylo provedeno programem Rotor-Geredsl{ett Research).

Pro relativni stanoveni ptu kopii DNA fytoplazmy v odebranych vzorcich byla
pouzita metoda real-time PCR s primery rpLNS2f/r@tR| fU5/rU3 a fAT/rPRUS. Jako
standard pro praci byl zvolen vzorekslo 3454. Vysledky relativniho stanoveni byly
vyhodnoceny pomoci programu Rotor-Gene 6 (CorbeseRrch).
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4.4.1 Nested PCR

Postup praceipnested PCR byl stejny jako u klasické PCR. Rolglilv tom, Ze
nested PCR probihala dvojstigqy¢. Nejprve byla pipravena reakni smés se vzorky
izolované DNA pro prvni stupereakce (viz. Tab. 5) a byla provedena PCR reakee d
definovanych podminek pro prvni par pririn¢viz. Tab. 6).

Poté byla pipravena reakni sneés pro druhy stupe(viz. Tab. 5), jako vzorky byly
pouzity 40x n&edkné PCR produkty z prvniho stufjna dale proéhla PCR reakce dle

casoveho a teplotniho profilu v Tab. 7. Pro prvopsi byly pouzity primery F1/R0, pro
druhy stupé primery fU5/rU3.

Tab. 5: Rozpis redki snesi pro nested PCR s primery F1/R0 a fu5/rU3.

Poloka Koncentrace Koneéna 1. stupei 2. stupsi
pracovniho roztoku koncentrace Pipetuj 1 test Pipetuj 1 test
Pufr 10 x 1x 2 ul 2,5l
MgCl, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,2 ul 1,5 ul
Voda 11,3 pl 14,875 pl
dNTPs 1 mmol/l 100 pmol/l 2 ul 2,5 ul
Primer f 20 pmol/ml 25 pmol/l 0,25 ul 0,3125 pl
Primer r 20 pmol/mi 25 pumol/l 0,25 pl 0,3125 pl
Red Taq polymerasg 1 U/ml 1 U/reakce 1 ul 1l
Objem reakni snesi 18 ul 23 pl
Objem vzorku 2 ul 2 ul
Celkovy objem reakce 20 pl 25 pl

Sekvence primé&rF1/R0O (Davist Lee, 1993; Leet al, 1993):

F1 (5-AAG ACG AGG ATA ACA GTT GG-3")
RO (5"-GGA TAC CTT GTT ACG ACT TAACCC C-3)

Tab. 6:Casovy a teplotni profil nested PCR reakce pro piynkd/RO — prvni stuge

94 °C 2 min
94 °C 1 min
50°C2min 35cyk
72 °C 3 min
72 °C 10 min
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Tab. 7:Casovy a teplotni profil nested PCR reakce pro pyrig5/rU3 — druhy stupie

94 °C 2 min
94 °C 1 min
55°C1min 35cyk
72 °C 1 min
72 °C 10 min

4.4.2 Real-time PCR

Pro praci byly pouzity primery rpLNS2f/rpLNSr2 (Mani et al, 2007), fU5/rU3
(Lorenzet al, 1995) a fAT/rPRUS (Smasdt al, 1996). Readni sn€s pro real-time PCR
byla pipravena ve sterilnim boxu s pouzitim sterilnichmioek. Nejprve byla do 1,5ml
mikrozkumavky pipravena reakni snes sestavajici z redkiho pufru, heecnatych iont,
sterilni deionizované vody, deoxyribonukleozidtsifdii (dNTPs), primel, SYBR
Greenu a polymerasy (viz. Tab. 8, 9). Tatoé¢snbyla nasledh rozpipetovana do
prihlednych PCR zkumavek s objemem 0,2 ml. Poté bglgklmavek fidany vzorky
a do posledni zkumavkyidana sterilni deionizovana voda, ktera slouzika jalank.

Zkumavky s reakni snesi a vzorkem nebo vodou byly promichany pomoci
vortexu, stéeny na stolni centrifuze a umiisy do termocykléru, kde prebla real-time
PCR dle danych podminek pro kazdy par prieiz. Tab. 10, 11).

Tab. 8: Rozpis reaki snesi pro real-time PCR s primery rpLNS3f/rpLNSr2.

Polozka Koncentrace pracovniho roztoku Koné&na koncentrace Pipetuj 1 test
Pufr 5x 1x 5pul
MgCl, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 ul
Voda 11 pl
dNTPs 1 mmol/l 200 mmol/l 5pul
Primer rpLNS2f 20 pmol/mi 0,3 mmol/l 0,375 pl
Primer rpLNSr2 20 pmol/ml 0,3 mmol/l 0,375 ul
SYBR Green 1l
GoTaq polymerasa 5 U/ml 1 U/reakce 0,2 pl
Objem reakni snesi 23 pl
Objem vzorku 2 pul
Celkovy objem reakce 25 pl
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Tab. 9: Rozpis redki snesi pro real-time PCR s primery fU5/rU3 a fAT/rPRUS.

Polozka Koncentrace pracovniho roztoku Konéna koncentrace Pipetuj 1 test
Pufr 5x 1x 5pul
MgCl, 25 mmol/l 1,5 mmol/l 1,5 ul
Voda 6,8 ul
dNTPs 1 mmol/l 200 mmol/l 5pul
Primer fU5 20 pmol/ml 0,2 mmol/l 0,25 pl
Primer rU3 20 pmol/ml 0,2 mmol/l 0,25 pl
SYBR Green 1l
GoTaq polymerasa 5 U/ml 1 U/reakce 0,2 ul
Objem reakni snesi 20 pl
Objem vzorku 5 ul
Celkovy objem reakce 25 pl

Sekvence primérfU5/rU3 (Lorenzet al, 1995):
fU5 (5"-CGG CAA TGG AGG AAA CT-3)
ru3 (5"-TTC AGC TAC TCT TTG TAACA -3")

Sekvence prim&rfAT/rPRUS (Smaret al, 1996):

fAT (5"-CAT CAT TTA GTT GGG CAC TT-3")
rPRUS (5-GGC CCA AGC CAT TAT TGATT-3")

Tab. 10:Casovy a teplotni profil real-time PCR reakce priongry rpLNS3f/rpLNSr2.

95 °C 2 min
94°C15s
54°C15s 40 cykl
72°C20s

72 °C 8 min

Tab. 11: Casovy a teplotni profil real-time PCR reakce pramery fU5/rU3
a fAT/rPRUS.

95 °C 2 min
95 °C 1 min
55°C1min 35cyk
72 °C 1 min
72 °C 8 min
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Po provedeni real-time PCR byl pomoci softwaru bBoft Excel proveden F-test,
kterym byl statisticky vyhodnocen rozdil mezi vzgriodebranymi zfiznakovych

a bezpiznakovych strorin merurgk.
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4.5 Histrojove vybaveni laboratdae

Horizontalni elektroforéza AGAGEL STANDARD

Mikrovinna trouba

Minicentrifuga SPECTRAFUGE MINI, Labnet Internateininc.
Nanodrop NANODROP 1000 SPECTROPHOTOMETER, Thermertiéic
Program Microsoft Excel (séast softwaru Microsoft Office 2007), Microsoft
Software Rotor-Gene 6, Corbett Research

Sterilni boxTELSTAR PV-100, Telstar

Termocyklér PTC-100, MJ Research

Termocyklér Rotor-Gene RG-3000A, Corbett Research

Termostat SM-30 CONTROL, Edmund Buhler GmbM

UV transluminator G:BOX, Syngene

UV transluminator MACRO VUE UVis-20, Hoefer

Vahy AND EK-200G, A&D Co. Ltd.

Vortex MS1 MINISHAKER, IKA®

Zdroj stejnosrarného elektrického proudu Power Pack P 25, Biometra
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5 Vysledky

5.1 Fiprava standardu a kalibra¢nich k¥ivek pro kvantitativni PCR

Experimentalntast byla zahajenatipravou standardu rpLNS3f/rpLNSr2. Nejprve
byla amplifikovana DNA sekvence fytoplazmy obsaZengozitivnim vzorku . 2581).
PCR produkt byl vyhodnocen na agar6zovém gelu, teeéko byl naslednizolovan.
Tento produkt byl ligovan do pGem-T plazmidu, ktegy pomoci teplotniho Soku viozen
do bakteriiE. coli.

Pro ovteni spravnosti transformace bakterii byla provede@d reakce (jako
vzorek byly pouZzity transformované bakterie) a P@Rdukt byl vyhodnocen na 1%
agarézovém gelu (viz. Obr. 1). Elektroforézou bigkan produkt o velikosti cca 400 bp,
¢imz bylo dokazano, Zze DNA sekvence byla s&uwteviozena do plazmidu a vloZzeny

segment madekavanou velikost cca 150 bp€gre 153 bp).

Obr. 1: Vyhodnoceni transformace bakterii na 1% @gavém gelu.

Poté byl plazmid izolovan z bakterii pomoci QIAP®pin Miniprep Kitu a byla
zmeiena jehcogistota, stanovena koncentrace a Wpa pa@et kopii PCR produktu (viz.
Tab. 12).
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Tab. 12: Vysledek gteni koncentrace @stoty izolovaného plazmidu na Nanodropu.

Cistota (absorbance Koncentrace plazmidu Potet kopii PCR
260/280) [ng/ul] produktu v 1 ul vzorku
1,77 237,4 6,87 . 10

Protozecistota izolovaného plazmidu (absorbance 260/280) bgstaténa, bylo
mozné s nim dale pracovat. Byla vyitena *ed’ovacifada standardu rpLNS3f/rpLNSr2
(6,87.16° — 6,87.16 kopii v 1 pl vzorku) a provedena real-time PCR impry
roLNS3f/rpLNSr2, aby byla ziskana Kkalilbra kiivka plazmidu pro kvantifikaci
fytoplazmy pomoci primérrpLNS3f/rpLNSr2 v odebranych vzorcich (viz. Grad R).

Dale byla vytvéena *ed'ovacitada standardu fU5/rU3 ziskaného od vedouciho
prace (16" — 10 kopii v 1 pl vzorku) a provedena real-time PCRimpry fU5/rU3, aby
byla ziskana kalibgmi kiivka plazmidu pro kvantifikaci fytoplazmy pomociimeni
fU5/rU3 v odebranych vzorcich (viz. Graf 3 a 4).

Graf 1: Detekce fluorescence kalitina kiivky v prabéhu real-time PCR pro primery
rpLNS3f/rpLNSr2.

Fluorezcence
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Graf 2: Kalibr&ni kiivka pro primery rpLNS3f/rpLNSr2.
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Graf 3: Detekce fluorescence kalitina kiivky v prabéhu real-time PCR pro primery
fU5/ru3.
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5.2 Kvantitativni stanoveni fytoplazmy v gfiznakovych a beziznakovych stromech

Pro stanoveni absolutni koncentraGandidatus Phytoplasma prunorum ve
vzorcich odebranych Zignakovych a bezjznakovych strorn merurgk (vzorky¢. 3431-
3462) byly pouzit primery rpLNS3f/rpLNSr2 a fU5/rUs vysledky byly vyhodnoceny
podle danych kalibranich Kivek programem Rotor-Gene 6 (Corbett Research).

Pro stanoveni relativni koncentrad@andidatus Phytoplasma prunorum ve
vzorcich odebranych Zignakovych a bezjznakovych strorin merurgk (vzorky¢. 3431-
3462) byly pouzit primery rpLNS3f/rpLNSr2, fu5s/rUa fAT/rPRUS a vysledky byly
vyhodnoceny podle vybraného standardu (vzotek3454) programem Rotor-Gene 6
(Corbett Research).

5.2.1 Stanoveni absolutni a relativni koncentrac8EY pomoci primed
rpLNS3f/rpLNSr2

Kvantitativni PCR @ pouziti primefi rpLNS3f/rpLNSr2 nepotvrdila rozdil
v koncentracich fytoplazem v sitkovicicliiznakovych a nefznakovych strori (viz.
Tab. 13). Pozitivni reakce byla ziskdna pouze undet (z toho 7 fiznakovych
a 5 bezpiznakovych) z celkovych dvaateti vzorki. Absolutni stanovenkoncentrace
fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin v analyzoy@n vzorcich ukéazalo, Zze
u bezpiznakovych strora se paet kopii DNA fytoplazmy pohyboval v rozmezi 3,38°10
—9,52.16 ve 2 pl vzorku, u fiznakovych strorin v rozmezi 2,26.10- 1,07.16 ve 2 pl
vzorku. Relativni stanoverkoncentrace ESFY ve vzorcich zhruba odpovida absohu

stanoveni.

5.2.2 Stanoveni absolutni a relativni koncentrac8EY pomoci primed
fU5/ru3

Pred provedenim real-time PCR s primery fU5/rU3 bwsgechny vzorky
piredamplifikovany pomoci primérF1/R0 a fu5/rU3 a 1000x #ekny. Kvantitativni
PCR i pouziti primefi fU5/rU3 nepotvrdila rozdil v koncentracich fytopéam
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v sitkovicich piznakovych a ndfznakovych stror (viz. Tab. 14). Pozitivni reakce byla
ziskana pouze u osmadvaceti (z toho fidrnakovych a 10 bekjznakovych) z celkovych
dvaaticeti vzorki. Absolutni stanovenkoncentrace fytoplazmy evropské Zloutenky
peckovin v analyzovanych vzorcich ukazalo, Ze pheaakovych strorin se p@et kopii
DNA fytoplazmy pohyboval rozmezi 4,804106- 1,87.16, u piznakovych stror
v rozmezi 4,00.10- 2,20.16 ve 2 ul vzorkuRelativni stanovenkoncentrace ESFY ve
vzorcich zhruba odpovida absolutnimu stanoveni.

Statisticky ptikazny rozdil v koncentracich ESFY v tignakovych

a bezpiznakovych stromech nebyl na hlagl®® % pomoci F-testu prokazan.

5.2.3 Stanoveni relativni koncentrace ESFY pomogimeri fAT/rPRUS

Dale byla koncentrace ESFY stanovena kvantitatreai-time PCR za pouZiti
primer fAT/rPRUS. Ziskané vysledky byly vyhodnoceny nauin relativniho stanoveni.
(viz. Tab. 15). Jako standard pro toto stanovemipoyZzit vzorekéislo 3454, tak jako
u predeSlych stanoveni. | pomocéchto primet nebyl zjiSén rozdil v koncentraci
fytoplazmy u piznakovych a beZfznakovych strorn. Jako nejvice pozitivni byl
vyhodnocen vzorekislo 3434, ktery byl odebran z béizmakového stromu a naopak na
poslednich mistech se vyskytuji vzorky pochéazegcstroni priznakovych.

Statisticky ptikazny rozdil v koncentracich ESFY v tignakovych

a bezpiznakovych stromech nebyl na hlagl®® % pomoci F-testu prokazan.
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Tab. 13: Sestupndazeni vzorkovanych strammerurgk dle relativniho stanoveni

koncentrace ESFY v sitkovicich metodou real-time RPQ@¥i pouziti primefi
rpLNS3f/rpLNSr2.
Relativni stanoveni
Absolutni stanoveni obsahu ESFY [Fi pouZiti
” obsahu ESFY @i pouziti rimer @
Vzorek Eislo Symptomy primerg P rpLNg\?f/rpLNSrZ
rpLNS3f/rpLNSr2 vztazené ke vzorkw.
3454 [%)]
3461 bez symptor 9,52.16 96900
3458 chloroticka svinutka 1,07 . %0 89000
3459 chloroticka svinutka 1,67 . 10 32100
3462 chloroticka svinutka 1,20 . f0 27100
3445 piiznakovy 547 .10 19300
3448 bez symptor 1,62 .16 11600
3444 bez symptor 3,18.10 6970
3452 bez symptor 1,95 .16 2040
3451 bez symptora 3,38.16 1330
3450 ptiznakovy 3,12.10 389
3440 ptiznakovy 5,90 . 10 114
3454 chloroticka svinutka 2,26 . 10 100
3433 hrédnuti deva 0 0
3460 bez symptom 0 0
3447 ptiznakovy 0 0
3432 ptiznakovy 0 0
3446 bez symptom 0 0
3435 ptiznakovy 0 0
3436 bez symptora 0 0
3438 piiznakovy 0 0
3443 piiznakovy 0 0
3437 ptiznakovy 0 0
3455 silné chloroticka svinutka 0 0
3439 piiznakovy 0 0
3453 bez symptor 0 0
3449 ptiznakovy 0 0
3441 piiznakovy 0 0
3431 piiznakovy 0 0
3457 bez symptora 0 0
3434 bez symptorm 0 0
3442 bez symptom 0 0
3456 chloroticka svinutka 0 0
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Tab. 14: Sestupndazeni vzorkovanych strammerurgk dle relativniho stanoveni

koncentrace ESFY v sitkovicich metodou real-tim&R& pouziti primeti fU5/rU3

Relativni stanoveni
Absolutni stanoveni obsahu ESFY fFi pouziti
Vzorek éislo Symptomy obsahu ESFY @i pouziti primer i fU5/rU3
primer a fu5/rU3 vztazené ke vzorku.

3454 [%]
3433 hrednuti deva 2,12 .10 2070,00
3434 bez symptor 1,87 .16 1560,00
3446 bez symptor 1,18 .16 1490,00
3462 chloroticka svinutka 2,20 . %0 1420,00
3436 bez symptor 1,48 .16 1300,00
3459 chloroticka svinutka 6,57 . 10 708,00
3432 priznakovy 4,74 .10 511,00
3461 bez symptor 2,59.16 424,00
3460 bez symptor 3,08.16 405,00
3438 piiznakovy 2,65 .10 321,00
3458 chloroticka svinutka 1,57 . %0 306,00
3447 priznakovy 2,40 .10 292,00
3453 bez symptora 2,03.16 292,00
3452 bez symptor 2,19.16 266,00
3443 piiznakovy 1,62 .10 254,00
3440 piiznakovy 2,07 .10 242,00
3441 priznakovy 1,40 . 10 242,00
3445 ptiznakovy 0 211,00
3437 piiznakovy 1,48 .10 183,00
3442 bez symptor 7,37 .10 159,00
3450 priznakovy 8,97 .10 159,00
3444 bez symptor 9,31.10 152,00
3454 chloroticka svinutka 6,62 .10 100,00
3451 bez symptor 4,80 .10 95,40
3455 silna chloroticka svinutka 1,60 .40 45,30
3439 piiznakovy 1,51.10 22,50
3456 chloroticka svinutka 4,00. 10 16,20
3435 piiznakovy 4,20 .10 10,20
3449 piiznakovy 4,58 .10 8,07
3457 bez symptom 0 3,18
3431 ptiznakovy 0 2,52
3448 bez symptora 0 2,29
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Tab. 15: Sestupndazeni vzorkovanych strammerurgk dle relativniho stanoveni

koncentrace ESFY v sitkovicich metodou real-tim&R& pouziti primeti fAT/rPRUS.

Relativni stanoveni obsahu
o ESFY pii pouZziti primer d
Vzorek éislo Symptomy fAT/rFF’)RLE)S vztagené ke
vzorku €. 3454 [%]
3434 bez symptora 159,00
3432 priznakovy 147,00
3435 priznakovy 147,00
3431 piiznakovy 142,00
3443 piiznakovy 137,00
3462 chloroticka svinutka 135,00
3449 priznakovy 128,00
3438 priznakovy 124,00
3447 piiznakovy 121,00
3444 bez symptora 120,00
3452 bez symptora 118,00
3453 bez symptora 118,00
3441 priznakovy 117,00
3445 piiznakovy 117,00
3446 bez symptora 114,00
3450 priznakovy 111,00
3458 chloroticka svinutka 109,00
3460 bez symptora 108,00
3456 chloroticka svinutka 105,00
3457 bez symptora 105,00
3454 chloroticka svinutka 100,00
3451 bez symptora 90,20
3459 chloroticka svinutka 85,80
3437 piiznakovy 70,10
3461 bez symptora 69,80
3455 silna chloroticka svinutka 69,00
3442 bez symptora 68,80
3440 piiznakovy 65,70
3436 bez symptora 63,50
3448 bez symptora 63,50
3439 priznakovy 63,20
3433 hrednuti deva 60,40
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6 Diskuze

Vtéto praci jsem pomoci real-time PCR prosiad detekci a kvantifikaci
CandidatusPhytoplasma prunorum ve vzorcich pochazejicigtika festovanych mergk
s dirazem na fiznakové a bezfznakové rostliny. Belem bylo vybrat vhodny postup
aprimery pro detekci a kvantifikaci této fytoplagna déle stanovit koncentraci
fytoplazmy evropské Zloutenky peckovin tizmakovych a bezfznakovych rostlinach.

Logicky jsem pedpokladala, Ze ve vzorcich odebranychiziakovych strori
bude koncentrac€andidatusPhytoplasma prunorum vysSi nez ve vzorcich odgbhtan
z bezpiznakovych stror. Tento pedpoklad jsem ovSem nepotvrdila, protoZe se ukazalo
Ze korelace mezi ffznaky infikovanych stron a koncentraci fytoplazmy v jejich
sitkovicich v souboru mych vzarkeexistuje.

Pri pouziti primefi rpLNS3f/rpLNSr2 se relativni stanoveni koncentr&erFyY
pohybuje vrozmezi od 100 % do 96900 %. U prim8@d5/rU3 je rozgti relativni
koncentrace fytoplazmy v sitkovicich u b&izpakovych strora mensi, ato od 2 % do
1560 %. Absolutni stanoveni ga kopii u giznakovych rostlin pomoci primér
roLNS3f/rpLNSr2 a fus/rU3 séadow shoduje s absolutnim stanovenim pomoci primer
AP5/AP4 a AP3/AP4, které provedli Jarausthal. (2004). Pomoci primérfAT/IPRUS
bylo dokonce vyhodnoceno, Ze vzorek s nejvyssi éomaci fytoplazmy v sitkovicich byl
vzorek odebrany z be#ipnakového stromu. Procentu&inse koncentrace ESFY
u bezpiznakovych strorn za pouziti primer fAT/fPRUS pohybuje vrozmezi 64 —
159 %. Standardem pro vSechna relativni stanowdmqiduzit vzorekeislo 3454, ktery byl
odebran k fiznakového stromu, ktery vykazoval chlorotickounsitku a prosychani.

Vysokou variabilitu koncentrace ESFY tiznakovych a bezfznakovych strori
stanovili i Genini a Ramel (2004) a to konkretn odiidy merwky Luizet. Ri testovani
odebranych vzoik pomoci metody PCR bylo jako pozitivni stanoveno 96
symptomatickych a 84 % asymptomatickych stiiom tedy nezjistili korelaci mezi
piiznaky a koncentraci fytoplazmy. tady merusk a jinych stronmd rodu Prunus byla
pozitivita prokazana pouze dipnakovych stror (v 64 % a 67 %). U betjznakovych
stromi byla pozitivita metodou PCR vyléana (Geninet Ramel, 2004).
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Nebyla prokadzana souvislost metizmaky a koncentra€andidatusPhytoplasma
prunorum ve vzorcich odebranych izzmakovych a bezfznakovych strorin merurgk.
Nicmére vysledky mohly byt ovliviny jiz pii odbéru vzorki. Fytoplazmy osidluji stromy
mozaikovit, takZze je mozné, Zefipodbéru 3 — 4cm segmentu postranniho vyhonu byl
vybran usek tzv. nereprezentatividi)i s priliS nizkou nebo naopakfiiis vysokou
koncentraci fytoplazmy. Vzhledem k charakteru rrsi fytoplazmy v rdmci stromu je
tato hypotéza velmi pra¥dodobnd. Distribuce fytoplazem ve stromech ve urtkd
vngjSim piznakim by nela byt pednetem dalSiho zkoumani. Dale mohly byt vysledky
ovlivnény vyteznosti izolace DNA z odebranych vzérkyka, protoZe izolace DNA ze
dievin je obtiZzna. V neposledidd je ve vzorcich izolované DNA mozn&itomnost

PCR-inhibEnich latek, coz je urdvin casty jev.
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7 Zaver

V rdmci své bakalgké prace jsem vypracovala literarni reSerSi naatéetekce
a kvantifikace fytoplazmy evropské Zloutenky pedkovpomoci kvantitativni
polymerazové rettzové reakce. V experimentalniasti jsem se zabyvala wWitem
vhodného postupu a printerpro kvantitativni polymeradzovouetzovou reakci
a stanovenim relativni koncentrace fytoplazmy esképZloutenky peckovin viznych
hostitelich s drazem na fiznakové a bezfznakové stromy mergk.

Pro detekci a identifikacdCandidatusPhytoplasma Prunorum jsem pouZzila primery
rpLNS3f/rpLNSr2, fus/ru3 a fAT/rPRUS, fiemzZ jako nejspolehl§si se jevily primery
fAT/rPRUS. Vysledky relativniho stanoveni koncen&dytoplazmy pro dané primery
jsou velice variabilni, 2ehoZz plyne, Ze nebyl zji&t rozdil v koncentraci fytoplazem
v sitkovicich piznakovych a bezfznakovych strorin merurgk. Davodem mniiZze byt to, ze
fytoplazma neni distribuovana v ramci stromu roviow, takZze neni mozné&ipak malé

vzorkovani odebrat zcelatpnérny vzorek.

=42 -



8 Seznam pouzitych zkratek

ATP
bp
DNA
dNTPs
ESFY

kb
PCR
RFLP

rpm
rRNA
ELISA

adenosintrifosfat (adenosine triphosphate)
pér bazi (base pair)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucle@d)
deoxyribonukleozidtrifosfaty
fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (Eeapstone fruit yellows
phytoplasma)
1000 béazi
polamerazovi@ttzova reakce (polymerase chain reaction)
délkovy polymorfismus resttikich fragment (restriction fragment lenght
polymorphism)
pdet ot&ek za minutu
ribozomalni ribonukleova kyselina (ribosomidlanucleic acid)

enzyme-linked immunosorbent assay
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