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Strejéckova M., 2011: Studium diverzity izolatd fytoplazmy proliferace
jabloné v Ceské Republice [Study of apple proliferation phytoplasma
diversity in the Czech Republic]., Faculty of Agro Sciences, University of
South Bohemia, Ceské Budéjovice, Czech Republic.

Anotace:

Fytoplazmy jsou prokaryontni organismy tiidy Mollicutes. Dosud
byly popsany na vice nez 800 rostlinnych druzich. Mezi hospodaitsky
nejvyznamngéj$i patii fytoplazma proliferace jablong, ktera je fazena do
ribozomalni podskupiny 16Sr X-A (Apple proliferation, AP, ‘Candidatus
Phytoplasma mali’). AP je povazovéana za karanténni organismus v Evropé¢ a
v Severni Americe.

Typické symptomy AP jsou:
— vyrazné zvétSené palisty, které maji morfologii pravého listu -fapik a
¢epel, okraj palistl je nepravidelné zoubkovana
— malé plody s mén¢ semeny a horsi chutovou kvalitou
— pred¢asné Cervenani listd, metlovitost, abnormalni riist vyhont na
podzim, opakované kveteni

V piedlozené préci byla testovana DNA vyizolovana ze stromu
podezielych na pfitomnost AP. Stromy pochazely z genofondu, z
produk¢énich vysadeb i vysadeb drobnych péstitela.

Pro detekci fytoplazem byla pouZita polymerazova fetézova reakce
(polymerase chain reaction, PCR) s naslednou analyzou délkového
polymorfizmu restrikénich fragmentt (restriction fragment length
polymorphism, RFLP).

Pro detekei a rozliSeni subtypi fytoplazem AP se jevi jako
uzivatelsky nejvhodnéjsi direct PCR s primery rpAP15f/ rpAP15r
amplifikujici DNA ribozomalnich proteind rpS3 a rpl 22 s naslednym
restrikénim §tépenim enzymem Alul.

Klic¢ova slova: fytoplazma, proliferace jabloné, pfiznaky, PCR, RFLP



Annotation:

Phytoplasmas are prokaryote organisms of the Mollicutes class. So
far they have been described on more than 800 plant species. Apple
proliferation phytoplasma, which classifies in the ribosomal subgroup 16Sr
X-A (Apple proliferation, AP, ‘Candidatus Phytoplasma mali’), belongs
amongst the agriculturally most important phytoplasmas. AP is considered a
quarantine organism in Europe and in North America.

Common symptoms caused by AP are as follows:

notably enlarged stipules, which are morphologically like real leaves —
they have petiole and lamina; the edge of the stipules is irregularly dentate

small fruits with fewer seeds and reduced flavour quality

premature reddening of leaves, witches' broom appearance, abnormal
growth of shoots in the autumn, repeated blossoming

DNA isolated from trees suspected to have AP present was tested in
the presented thesis. The trees originated from the gene pool, mass
production planting as well as from planting of small producers.

To detect phytoplasma, the polymerase chain reaction (PCR) was
used with the subsequent analysis of restriction fragment length
polymorphism (RFLP).

To detect and differentiate AP phytoplasma subtypes, direct PCR
with primers rpAP15f/rpAP15r amplifying the DNA of ribosomal proteins
rpS3 and rpl 22 with subsequent restriction breakdown by Alul enzyme.

Key words: phytoplasma, apple proliferation, symptoms, PCR, RFLP
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Prohlasuji, Ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné, na zakladé
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1. Uvod

Do roku 1967 byla onemocnéni zpisobena fytoplazmami
povazovana za choroby virového ptuvodu. Po nalezu cCastic podobnych
zivoc¢iSnym  mykoplazmam ve floému rostlin s pfiznaky zloutenek
nasledovalo mnoho studii, které ukazaly skutecnost, ze onemocnéni rostlin,
zejména letdlniho charakteru, nejsou zptisobeny viry, ale prave
fytoplazmami (Doi a kol., 1967).

Fytoplazmy jsou ekonomicky vyznamné patogeny, k jejichz
hostitelim patii také ovocné dieviny mirného pasu. Fytoplazmy napadajici
ovocné dfeviny, zejména pak ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’
(fytoplazma Evropské zloutenky peckovin, ESFY) a 'Ca. Phytoplasma
mali’ (fytoplazma proliferace jabloné, AP) patii v podminkach Ceské
republiky k nejvyznamnéjsim druhiim. Oba zminéni zastupci jsou zarazeni
do seznamu Skodlivych organismi, které se vyskytuji v zemich EU, jsou
zavazni pro celd spolecenstvi a jejich zavlékani a rozSifovani na jeho izemi
je zakéazéno.

Dle zakona ¢.147/1996 Sb., o rostlinolékaiské péci a provadécich
predpisech se v CR vztahuje ohlagovaci povinnost na karanténni organismy,
mezi néZ jsou zafazeny fytoplazmy ESFY (European stone fruit yellows
phytoplasma); AP (Apple proliferation phytoplasma); PD (Pear decline
phytoplasma); STOL (Potato stolbur phytoplasma) na bramboru. Pro
zamezeni Sifeni fytoplazmovych onemocnéni jsou velmi dilezita
preventivni opatfeni, pouzivani zdravého vychoziho slechtitelského a
mnozitelského materidlu. Fytoplazmy jsou rozsifeny na celém svété, ale
existuji velké rozdily v rozsifeni jednotlivych skupin a podskupin
(Navratil a Fialova 2008).

Cilem ptredkladané prace je molekularni charakterizace a zjiSténi
diverzity izolath fytoplazmy proliferace jablon¢ (AP) infikujici jabloné
zejména v genofondech a produkcnich vysadbach, popt. 1 ve vysadbach
drobnych péstitelti a v plané rostoucich stromech v CR. Déle teoretické a
praktické zvladnuti pouzitych metod molekularni biologie (PCR, RFLP).

Tato prace vznikla na zakladé finanéni podpory MSMT CR; grantu
¢. 0C09021 (Studium fytoplazem zplisobujicich onemocnéni proliferace
jabloni a odumirani hrusni v Ceské republice), feSeného na Ustavu
molekularni biologie rostlin na Akademii véd v Ceskych Budgjovicich,
ktery si klade né€kolik cilt.

Jednim z nich je prohloubeni znalosti o karanténnim organismu —
fytoplazmé proliferace jabloné¢ AP pro informaci kontroly vyskytu AP ve
stromech jabloni v CR.



2. Literarni prehled

2.1 Fytoplazmy

Fytoplazmy (diive nazyvany mycoplasma —like organisms- MLO)
jsou charakteristick¢é absenci bunééné stény, kterou alespon c¢astecné
nahrazuje trojvrstevnd 7-10 nm silna proteino-lipidickd membrana. Tvar
¢astic je pleiomorfni, vétSinou jsou kulovité az ovalné, ale vyskytuji se i ve
vlaknitych a vétvenych formach a to pievdzné v Casnych stadiich infekce.
Velikost ¢astic se pohybuje v rozmezi 200 - 800 nm (Bertaccini, 2007; Lee a
Davis, 1992).

Fytoplazmovy chromozom je velmi maly 600- 680 kb. Lim a Sears
(1989), Kuske a Kirkpatrick (1992) byli prvni, ktefi klonovali a kompletné
osekvenovali fytoplazmovy gen pro 16S rRNA.

Bunky fytoplazem jsou kulovité az ovalné. Poprvé byly popsany
jako kulovité bakterie (Doi a kol., 1967). Za hlavniho piedka fytoplazem je
povazovana Acholeplasma laidlawii z tfidy Anaeroplasma (Weisburg a kol.,
1989), protoze v této tfid¢ je triplet kodujici tryptofan UGG, stejné jako u
fytoplazem. Oproti tomu u ostatnich prokaryot jako jsou mykoplazmy a
spiroplazmy je tryptofan kodovan tripletem UGA (Ho a kol., 2001).
Taxonomicky je ftadime mezi fytopatogenni prokaryota, oddéleni
Tenericutes, tfida Mollicutes, rod, "Candidatus Phytoplasma’(Kudela a kol.,
2002).

Jedn4 se o obligatni parazity, ktefi maji specifické Zivotni naroky,
neumoziujici jejich kultivaci in vitro, pouze pfezivat a mnozit se
V hypotonickém prostiedi, jako je floém (sitkovice) rostlin nebo bunky a
tkan¢ hmyzich vektort (McCoy a kol., 1984).

Ptenos fytoplazem se mize uskutecnit pomoci bodavé savého
hmyzu ztadu strejnokiidli Homoptera, zahrnujici éeledi  merovitych
(Psyllidea), kiisovitych (Cicadellidae), zilnatkovitych (Cixiidae) a dale rad
plostic (Heteroptera), ¢eled’ klopuskovitych (Miridae), ktefi se zivi sanim
Stav z floémovych tkéani rostlin. Pfi nasati floémové Stavy jsou zaroven
nasaty i fytoplazmy (Banttari a Zeyen, 1979; Bréak, 1979; Grylls, 1979;
Tsai, 1979).

Bodavé savy hmyz je nejen vektorem, ale zéroven i alternativnim
hostitelem fytoplazem. Zivotni cyklus fytoplazem zahrnuje intracelulrni
fazi jak v bunkach floému hostitelské rostliny, tak v téle vektora.
Vyznamnym epidemiologickym parametrem v pienosu fytoplazem, a jimi
zptisobenych chorob, jsou potravni preference hmyzu, ktery je pienasi, tedy
mono-, oligo- nebo polyfagie. Zimu piezivaji v infikovanych vektorech a
V podzemnich c¢astech vytrvalych rostlin, které pak slouzi jako zdroj
fytoplazmové infekce v dal$im roce (Alma a kol., 1997).

Fytoplazmy se také rozSifuji vegetativnim mnoZenim rostlinného
materialu, a to pomoci roubtl, ocek a hliz. Mohou se piendset kofenovymi
sristy a prostfednictvim parazitickych rostlin, zejména kokotici (Lee a
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Davis, 1992). V soucasné dobé probiha vyzkum zabyvajici se Sifenim
fytoplazem prostfednictvim semen (Bertaccini, 2006, 2007).

Siteni fytoplazem v prostoru a &ase zavisi na vztahu konkrétniho
druhu nebo kmene fytoplazmy, jeho hostiteld a hmyzich vektort.

Zakladni podminky pro Sifeni choroby jsou splnény, pokud v potencidlnim
patosystému vedle sebe existuje virulentni kmen fytoplazmy a vnimavy
hostitel, ktery je zaroven Zivnou rostlinou pro pfitomného vektora.

Soucasti konkrétniho patosystému jsou dalsi biotické a abiotické faktory,
které mohou vyznamné¢ ovlivnit Sifeni fytoplazem.

Rozvoj epidemiologické situace je v naSich klimatickych
podminkach spojen vzdy s existenci primarnich a sekundarnich zdroji
infekce, vnimavych hostitelskych rostlin a pfitomnosti efektivnich vektori.

Fytoplazmova onemocnéni jsou charakterizovdna pieménou kvéth
(zelenokvétost, fylodie, sterilita), ristovymi aberacemi (proliferace bo¢nich
pupenti, abnormalni prodluzovani internodii), nekréozami a deformacemi
floému, zZloutnutim ¢i Cervenanim listd, zakrslosti az odumirani ¢asti nebo
celych rostlin. U rostlin infikovanych fytoplazmou bylo prokazano poruseni
normalni rovnovahy rustovych regulatort (Pertot a kol., 1998).

Nova éra vyzkumu fytoplazem zacala pouzivanim metod zalozenych
na specifické amplifikaci, detekci a charakterizaci DNA. Pomoci
molekularnich dat je mozné urcit diverzitu fytoplazem a zkoumat jejich
vzajemné vztahy.

Pro detekci a identifikaci fytoplazem v rostlindich nebo hmyzu se
pouziva polymerazova ftetézova reakce (PCR) v kombinaci s analyzou
délkového polymorfismu restrikénich fragmentt (RFLP). Prvnim krokem
detekce a identifikace fytoplazem ve vzorcich je izolace celkové DNA,
nasleduje namnozeni fytoplazmam specifického tseku DNA pomoci PCR a
restrikéni Stépeni PCR produktu ptislusnymi restrikénimi endonukledzami.

Identitu fytoplazem zjistujeme porovnavanim ziskanych restrikénich
spekter s restrikénimi profily kontrolnich vzorkd fytoplazem. Pro detekci
fytoplazem v rostlin€ nebo hmyzu pomoci PCR je moZno vyuZit univerzalni
nebo skupinové primery specificky amplifikujicimi segmenty fytoplazmové
DNA v piimé nebo nested-PCR ( Jarausch a kol., 2000).

2.1.1 Ekonomicky vyznamné fytoplazmy
v podminkach Ceské republiky

1) Fytoplazma evropské Zloutenky peckovin (ESFY, European stone fruit
yellows phytoplasma)

2) Fytoplazma proliferace jabloné (AP, Apple proliferation phytoplasma)
3) Zloutenka astry (AY, Aster yellows phytoplasma)
4) Chiadnuti hrusné (PD, Pear decline phytoplasma)

(Kadela, 2002; Lee a kol., 1998).
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2.2 Fytoplazma proliferace jabloné

(Apple proliferation phytoplasma, AP)

AP byla jako anomalie popsana jiz na pocatku 20. stoleti, infek¢ni
puvod byl zjistén v 50. letech v Italii. Tato fytoplazma je rozsifena v celé
Evropé (je znaméa z Albanie, Bosny a Hercegoviny, Bulharska, Ceské
republiky, Francie, Chorvatska, Itdlie, Madarska, Moldavie, Némecka,
Nizozemi, Norska, Polska, Rakouska, Rumunska, Recka, Slovenska,
Slovinska, Spanélska, Svycarska, Ukrajiny) a v Turecku (Jarausch a kol.,
2000).

V mnoha zemich bylo zjisténo, Ze experimentalné infikované
plodné stromy nebyly vizudlné postizeny po dobu 5 a vice rok po infekci.

Dosud nebyla nalezena Zadné odoln4, ani tolerantni odriida proti AP.
V zadném certifikovaném mnozitelském materidlu jabloni nesmi byt AP
ptitomna. AP je geneticky pfibuzna s dal$imi vyznamnymi fytoplazmy (Lee
a kol., 1995).

Hostitelskou rostlinou je jablon domaci (Malus domestica) a dalsi
druhy rodu Malus.

2.2.1 Symptomy AP

Symptomy se objevuji zejména v tzv. Sokovém stadiu (teplota +30
C° a -20 C°) ne u vsech infikovanych stroml. Po 3 - 6 letech trvani
symptomy zmizi, aby se pozd¢ji objevily znovu. Symptomy se mohou
projevit uz zahy po provedeni hlubsiho fezu.

Dochazi k wvariabilnimu rozlozZeni infekéniho CdCinitele v rliznych
¢astech stromu v pribéhu roku. V zimé jsou ¢astice fytoplazmy soustiedény
V kofenech, reinvaze do nadzemnich Casti nastava v predjafi. Nejvetsi
narust fytoplazem je od 1éta do podzimu.

Typickym ptiznakem infekce AP jsou vyrazné€ zvétSené palisty
v uzlabi fapiku a metlovitost vétvi v horni tfetin€ jednoletych vyhon.
Palisty maji zoubkovany okraj na rozdil od normélnich celokrajnych
Stétinkovitych palistl. Bo¢ni vyhony metel sviraji s terminalem ostry thel.
Népadnym piiznakem je také pozdni a opakované kveteni. Infikované
stromy jsou nachylnéjsi k nékterym houbovym chorobam (piiloha ¢. 1 - foto
¢. 1, ptiloha ¢. 2 - foto €. 2, 3,4, 5).

Napadené stromy produkuji méné plodli, plody jsou mensi, Spatné
vybarvené, maji horS§i chutovou kvalitu a v plodech je malo semen.
Nésledkem je niz8i sklizen a krat§i doba skladovatelnosti (Navratil a
Fialova, 2008).
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2.2.2 Prenaseci AP

AP se prenasi infikovanym materialem hostitelskych rostlin pii
vegetativnim mnozeni (rouby, ocky, infikovanymi sadovnickymi vypéstky a
nemocnymi oddélky podnozi) (Lee a Davis, 1992).

Prenos fytoplazem hmyzimi pfenaseci je cirkulativni, propagativni a
perzistentni. Hmyz se stdva efektivnim pfenaseCem fytoplazem po
uspéSném akviziénim sani na infikované rostling, které trva fadoveé hodiny
az dny a po prob¢hnuti tzv. latentni periody. Latentni perioda, zavisla mimo
jiné na teploté, trva vétSinou dva az Ctyfi tydny.

Hmyz se stavd infekénim pouze v pfipadé, ze fytoplazmy po
namnozeni do dostate¢ného titru proniknou do bunék slinnych zlaz, kde se
op¢t pomnozi a odkud se béhem sani dostanou do nového hostitele.
Fytoplazmy skupiny proliferace jabloné jsou pienaseny vyhradné merami, a
to zastupci rodu Cacopsylla , druhy rodu C. picta a C. melanoneura (Fialova
a kol., 2006, 2008).

Cacopsylla melanoneura - mera ¢ernozilna

Velikost téla je cca 3,5 mm. Zakladni barva hlavy i hrudi je podle
stafi ¢ervenohnéda az Cernohnéda, s bélaveé zlutou kresbou. Tvarové kuzele
jsou zbarveny dohnéda. Nohy jsou hnédé nebo cernohnédé. Sklerity
zadecku jsou rezavé hnédé az cernohnédé. Piedni kiidla jsou cca 3 mm
dlouhd, s zilkami Zluto az ¢ernohnédymi, Cira, pouze u kotene nekdy slabé
zakoutfena. Kolem zilek jsou pomérné Siroké bezostné pruhy, zvlasté v
apikalnich poli¢cich. Cacopsylla melanoneura patii k nejhojnéjsim druhiim
mer na izemi Ceské republiky.

Hlavni hostitelskou rostlinou této oligofagni mery je hloh
(Crataegus) a vyvoj muze prob&éhnout na jablonich (Malus spp.), hrusnich
(Pyrus spp.) a mispulich (Maspilus germanica). C. melanoneura ma jednu
generaci ro¢né a prezimuje ve stddiu imaga, obvykle na jehlicnanech
(na vrchovinach a v horskych nadmoftskych vySkach na smrcich, jedlich a
vzacnéji na borovicich, v subalpinskych polohach na kleci), v niZinach jen
vzacné a vyjimecné, a to na koniferach).

Jarni nélet probiha nejdiive makrometeorologickym driftem, poté se
mery aktivnim letem dostavaji na své hostitelské rostliny. C. melanoneura
je Casové€ prvni z vektorti fytoplazem ovocnych dievin, u néhoz dochazi k
reaktivaci po diapauze. V zavislosti na pocasi zacina nalet této mery na
listnaté¢ dieviny jiz od druhé poloviny unora, obvykle v prvni poloviné
bfezna a trva do poloviny dubna.

Na hostitelskych rostlinach dochdzi k pafeni a samicky kladou v
delsim casovém rozmezi asi 200 vajicek. Vyvoj vajicka trva od jednoho do
ttech tydnd, larvalni vyvoj pak pfiblizné mésic a dospélci nové generace se
objevuji od prvni a druhé kvétnové dekady. Na prelomu kvétna a Cervna
nastdva migrace mer nové generace ze sadil na zimovi§té (Cermak a
Lauterer, 2006, 2007).
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Cacopsylla picta

Délka téla byva cca 3 mm. Zakladni barva je svétle zelena, po
pfezimovani ¢erna. Kresba predevsim na hrudi rozlehla, zluta, hnéda, az
¢ernohnéda. Zadecek je zeleny, v nékolika dnech konce prezimovani
tmavnouci do hnédé az ¢erné. Okraje skleriti jsou u samct zluté a u samic
Cervené. Predni kiidla cca 2,5 mm dlouh4, blanita a nezakourena. Bezostné
pruhy kolem zilek jsou uzké.

Cacopsylla picta je tizce oligofagni druh mery, jehoZz hostiteli jsou
jablon domaci (Malus domestica) a jablon lesni (M. sylvestris). Jarni
migrace na hostitelské rostliny probiha asi s 2 az 3 tydennim zpozdénim
oproti migraci C. melanoneura.

Zastupci druhu C. picta se objevuji ve vysadbach piiblizné na konci
bfezna nebo na zacatku dubna. Nejintenzivnéj$i ndlety této mery byly
pozorovany na pielomu dubna a kvétna. Béhem cervna jedinci nové
generace postupné migruji na zimovisté (Cermak a Lauterer, 2006, 2007).
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2.3 Odbér vzorku

V CR byly stanoveny nasledujici podminky odbéru vzorku. P
prohlidce porostd stromti jabloni v rdmci fytosanitarni kontroly, zaméfené
na kontrolu a prizkum vyskytu skodlivych organismt se z podezielych
nebo bezptiznakovych kontrolovanych stromti odeberou vzorky pro
laboratorni analyzu.

Z bezptiznakovych strom odebirame Ctyfi segmenty vétvi po
obvodu koruny (nejlépe dvouleté dievo), o délce 20-30 cm, které zbavime
listd. U stromt, které projevuji piiznaky AP (metlovitost, zvétSeni palistd,
maloplodost), odebirdme jeden segment z pfiznakové cCasti stromu. Je
nutné, aby lyko odebranych segmentli nebylo nekrotické nebo suché.
V urcitych ptipadech, napiiklad u mladych jednoletych vypéstkii mizeme
odebrat mensi (2 -3) segmenty vyhonti i s listy.

Dievité vzorky znadzemnich ¢asti stroml odebirdme v mésicich
kvéten — fijen. Vzhledem ke konkrétnim klimatickym podminkam a délce
vegetaniho obdobi se doporucuji odbéry do 15. 5 a po 15. 10. konzultovat
s odborniky referen¢ni laboratote.

Vzorek muzeme odebirat i z kofene. V tomto piipadé odebirdme
Ctyfi segmenty kofene po obvodu stromu o priméru minimalné¢ 5 mm a
délce 10-20 cm. Kofenové vzorky mizeme odebirat v pribéhu celého roku.

Odebrané vzorky dvouletych vyhonii zbavime listii (u jednoletych
listy ponechame), kofenové vzorky ocistime a vlozime do mikrotenového
sacku, ktery po dikladném vymacknuti vzduchu uzavieme. Cely vzorek
musi byt ulozen v safku, obal sacku nesmi byt poruSen, aby vzorek
nevysychal. Oznacime adresu zadatele, jméno odbératele vzorku, adresu
péstitele, lokalitu, datum odbéru, druh a odriidu. Vzorky balime ihned po
odbéru. Nikdy je nenechdvame na slunci a dopravime co nejdfive do
diagnostické laboratote.

Laboratorni analyza odlisténych vzorkl dvouletych vyhonti a kotenti
musi byt provedena do 4 mésicti od data odbéru vzorka pfi optimalnim a
peclivém zabaleni. Pfeprava a skladovani vzorka pii + 4 C°.

Vzorky jednoletych vyhonil s listy musime analyzovat do jednoho
tydne od data odbéru vzorki pii optimalnim a peclivém zabaleni. Pfeprava a
skladovani vzorkd pti + 4 C° (Cermak a kol., 2008).
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2.4 Pouzité molekularné biologické metody
2.4.1 PCR - Polymerazova retézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)

PCR je enzymova metoda umoziujici mnohonasobné namnozeni
vybraného tuseku DNA, amplifikaci specifickych DNA sekvenci
charakteristickych pro patogena, kterého chceme detekovat a identifikovat.

Tato metoda umoziuje ziskat pozadovanou specifickou sekvenci
DNA bez jejiho piedchoziho klonovani ve vektoru.

Soucasti reakce jsou 1) oligonukleotidové primery, které se po
denaturaci DNA specificky piipoji ke komplementarni sekvenci ohranicujici
amplifikovanou oblast primera-templat. Hybridiza¢ni teplotu pro piisedani
primeru k templatovému jednotetézci DNA je mozné urcit podle vzorce:

Tan = 4*(G + C)+2*(A + T) -5 -> ¢im vyssi je teplota annealingu,
tim je PCR reakce specifictéjsi

2)  termostabilni  polymeraza,  kterad
Vv pritomnosti volnych dNTP katalyzuje syntézu podle templatového fetézce.
Nejcastéji pouzivana polymeraza je Taq DNA, ktera je ziskana z bakterie
Thermus aquaticus. Optimalni polymerazovou aktivitu ma pti 72C°, polocas
inaktivace pfi 95C° je za 60minut. Primery jsou orientovany tak, ze kazdy
na opacném vlakné je prodluzovan smérem k druhému.

Méné znamé, ale vcelku bézné jsou naptiklad polymerazy Tth (z
eubakterie Thermus thermophillus), Pwo (izolovana z hypertermofilni
archey Pyrococcus woesei), Pfu (ziskana =z hypertermofilniho
archeobaktéria Pyrococcus furiosus).

Cinnost enzymu zaji§tuje pufr, za piitomnosti Mg®* ve formg
MgCl, nebo MgSQO,. Stavebnimi slozkami nové syntetizovanych fragment
DNA jsou deoxynukleotid trifosfaty dNTP: (dATP, dCTP, dGTP, dTTP).
Polymerazova fetézova reakce je cyklické opakovani tfi zakladnich krokt:
1. odd¢leni vlaken dvousroubovice DNA teplotni denaturaci (teplotou vyssi
nez 92 °C)

2. annealing - ptipojeni primerti ke komplementarnim tsekim DNA
(pti teploté 45— 72 °C)
3. elongace ptipojenych primer termostabilni DNA polymerazou (72 °C)

Cyklickym opakovanim krokti (20 - 50 krat) dochazi k syntéze
useku ohraniceného primery. Protoze produkty predchézejiciho cyklu jsou
templaty cyklu nésledného, stoupa nasobné pocet kopii syntetizovaného
useku v kazdém cyklu. Metoda poskytuje az 10° nasobné pomnozeni
cilového tiseku DNA béhem 2 - 3 hodin (Kudela a kol., 2002).
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2.4.2 Elektroforeticka separace DNA

Zakladni metodou identifikace a separace fragmentd DNA je
elektroforéza v agar6zovém gelu. Rychlost pohybu DNA v agarézovém
gelu pii elektroforéze zavisi na: koncentraci agarézy, molekuly DNA se
pohybuji v agarézovém gelu s rozli¢nou koncentraci riznou rychlosti. Mezi
logaritmem elektroforetické pohyblivosti DNA (m) s koncentraci gelu (t)
existuje ptima zavislost:

log m =log m0 — Krt

MO je volna elektroforeticka pohyblivost DNA
Krt je koeficient zpomalovani, ktery zavisi od vlastnosti gelu a i od tvaru
délenych molekul, rozméru molekuly

Konformace DNA - superhelikalni cirkularni, relaxovana cirkularni
a linearni formy DNA, migruji v agaréze s odlisSnou rychlosti. Relativni
mobilita téi forem DNA je zavisla primarné na koncentraci a typu pouzivané
agarozy v gelu a déle na velikosti napéti, na iontové sile pouzivaného pufru.

Existuji tf1 hlavni tfidy agardz, 1) standardni

2) s nizkym bodem tani

3) intermedialni.
V kazdé tfid¢ existuje n¢kolik druhu, razné upravenych agaroz, které jsou
pouzivany podle specialnich aplikaci. Pouzivané pufry: TBE, TAE a TPE se
li$i v iontové sile a pufrovaci schopnosti.

Pro posouzeni velikosti jednotlivych fragmentl se pouZivaji
velikostni markery znamych molekulovych hmotnosti, coz jsou komeréné
dostupné smési fragmentt DNA definovanych velikosti. Markery jsou
ptfipravené Stépenim plazmidové nebo fagové DNA restrikénimi
endonukleazy (Smarda a kol., 2005).

DNA se vgelu zviditelni pomoci barviva a po dokonceni
elektroforézy je tak mozno identifikovat polohu separovanych molekul.
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2.4.3 RFLP — Analyza délkového polymorfismu
restrik¢énich fragmenti

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

Restrikéni analyza DNA je metodou charakterizace DNA pomoci
jejiho Sté€peni restrikénimi endonukleasami na fragmenty. Identifikace a
analyza produktli Stépeni se provadi elektroforetickym délenim. Je znédmo
velké mnozstvi bakteridlnich restrikénich endonukleas (asi 1500), které se
lisi od sebe tim, ze rozpoznavaji rizné kratké sekvence nukleotida - 4, 6, 8 a
ze $tépi DNA na riizn¢ dlouhé fragmenty podle individualniho potadi bazi a
podle rozpoznané sekvence.

Za danych podminek vznika reprodukovatelny pocet restrikénich
fragmentl o urcité opét reprodukovatelné délce (= poctu bazi). Pocet 1 délka
fragmentd je pro daného jedince specificka. Nékteré restrikéni endonukleasy
jsou citlivé na methylaci DNA. V nékterych ptipadech methylace adeninu a
methylace cytosinu inhibuji $tépeni, v jinych je methylace pro Stépeni
nezbytna.

Odliseni raznych DNA se provadi analyzou polymorfismu délky
Stépnych usekd. Tento polymorfismus vznikéd na zaklad¢ piitomnosti nebo
nepfitomnosti rozpoznavacich a S$tépnych mist. Obecné restrikéni
endonukleasy, které rozpoznavaji krat$i sekvenci, $t€pi DNA Ccastéji na
mensi Useky, zatimco restrikéni endonukleasy rozpoznavajici delsi sekvenci
Stépi méné Casto a na delsi fragmenty.

Pii neuplném (parcidlnim) Stépeni DNA napt. vlivem nevhodnych
reakénich podminek vznikaji delsi Gseky (napiiklad velky obsah bilkovin,
nevhodné teplota, nedostatecna doba). Hvézdickové Stépeni (tzv. ,.star®
aktivita enzymu) je zpusobeno nespecifickym $t€penim mimo rozpoznavaci
mista. Vznikd tak mnoho kratkych usekti. Tento analyticky nepfiznivy stav
muze byt zplsoben napiiklad nadbytkem glycerolu v reakci. Proto nelze
zvySovat koncentraci restrikéniho enzymu v reakci zvySovanim pouzitého
objemu, ale pouZitim stejného objemu enzymu ze zasoby o vyssi
koncentraci (Lee a kol., 1998).
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2.4.4 Restrik¢ni endonukleazy

Restrikéni endonukleazy (restriktasy) jsou sekvencné specifické
bakteridlni enzymy, které se specificky vazou na DNA a S$tépi ji ve
specifickych mistech nachazejicich se uvnitf, nebo blizko rozpoznavaci
sekvence. Tyto enzymy jsou rozdéleny do tii skupin: endonukledzy typu I,
IT a ITI. Endonukleédzy typu I a III nemaji pfesnou polohu stépeni vzhledem
k rozpoznavaci sekvenci a proto se béZné nepouzivaji.

V molekulérni genetice se pouzivaji endonukledzy typu II, které Stépi
vzdy ve stejném miste, které se nachazi v rozpozndvaci sekvenci, nebo v
jeji tésné blizkosti. K rozstépeni molekuly DNA dochéazi hydrolysou
fosfodiesterovych vazeb obou fetézci.

Rozpoznavaci sekvence jsou dlouhé Ctyfi, pét, nebo Sest nukleotidl a
jsou oboustranné symetrické (palindrom). Je jich zndmo kolem 3000 a tvofi
250 riiznych restrikénich mist. Nekteré restrikéni endonukledzy mohou mit 1
delsi nebo degenerované rozpoznavaci sekvence (rozpoznavaji vice riznych
nukleotidl).

Restrikéni enzymy $tépi DNA dvéma zptisoby:

1) rozstépi ob¢ vlakna ve stejném misté (tvoii tzv. tupé konce — blunt ends)
2) stépi kazdé¢ vlakno v jiné poloze (tvoii tzv. kohezni nebo-li lepivé konce -
stycky- ends).

Nazvy restrikénich enzymt jsou odvozeny od jména bakterie, ze
kterych byly ziskany, prvni pismeno z druhového jména, prvni dvé pismena
Z rodového jména a poradové Cislo (Kudela a kol., 2002).

Bakterialni zdroj Nazev restriktazy | Cilové misto Stépeni
Arthrobacter luteus Alul 5’- AG/CT 3 tupé
konce
Haemophilus Hincll 5’-A/AGCTT 3 koh.
influenzae
Moraxella sp. Msel 5’-T/TAA 3’koh.
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3. Cil prace

1. Molekularni charakterizace a zjiSténi diverzity izolata
fytoplazem proliferace jabloné (AP) infikujici jabloné zejména
v genofondech a produkcnich vysadbach, popt. 1 ve vysadbach
drobnych péstitelti a v plané rostoucich stromech v CR.

2. Praktické zvladnuti molekularnich metod detekce, identifikace
a charakterizace fytoplazem (PCR, RFLP).

3. Pouziti primerii pro proteiny PR2 a PR3 (napi. primery
AP8/AP10 a AP13/AP10) (Jarausch a kol., 2000) a primerti
pro ribozomalni protein rpAP15f/rpAP15r (Martini a kol.,
2008).

4. Na zéklad¢ PCR rozd¢lit vzorky na pozitivni a negativni.

5. VyzkouSeni riznych primerit a jejich kombinaci za ucelem
minimalizace fale$Sné pozitivnich reakci pii detekci fytoplazem.

6. Vylouceni nebo ovéfeni pfitomnosti a identifikace fytoplazem u
pozitivnich (falesné pozitivnich) vzorkit DNA pomoci RFLP.

7. Pro analyzu pouzit napt. endonukleazy Sspl, Msel, Rsal, Alul,
Rcal, Dral, Hincll a pod.

8. Pomoci RFLP by mély byt urceny podtypy AP, AT-1, AT-2.
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4. Material a metodika

Prace navazuje na jiz probihajici experimenty (studium a detekce
16S rDNA a ribozomalnich proteinti AP) na pracovisti odd€leni Rostlinné
virologie BC AVCR, v. v. i., UMBR v Ceskych Budgjovicich. Ke zji§tovani
fytoplazem proliferace jablon¢ a nasledného urcovani subtypt AT-1, AT-2 a
AP, bylo celkem pouzito 78 vzorkii DNA. V praci jsem pracovala jiz s
vyizolovanou DNA (tabulka €. 1).

Vétvicky z jabloni pro izolaci DNA byly odebrany v genofondech a
v produk¢nich vysadbach, popt. 1 ve vysadbach drobnych péstitel a v plané
rostoucich stromech CR. Celkem byly pouzity udaje za obdobi r. 2001-
2009, tj. za obdobi 9 let.
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4.1 PCR - Polymerazova retézova reakce

(Polymerase Chain Reaction)

4.1.1 Pribéh amplifikacnich programi u jednotlivych
primeri

PCR cyklus: Primery P1/P7, R16F1/R0, R16F2n/R2, R16F1/B6

94°C / 2 min. (94°C / 1 min. — 50°C / 2 min. — 72°C / 3 min.)
35x — 72°C / 10 min. (Schaff a kol., 1992);

Sekvence primeru:

P1: 5" AAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG GAT T 3’
(Deng a Hiruki, 1991); 1- 25bp

P7:5 CGT CCT TCATCG GCT CTT 3’(Lorenz a kol., 1995);
1813 — 1831bp

R16F1: 5" - AAG ACG AGG ATA ACA GTT GG - 3'(Lee a
Davis, 1992); 125-145bp

R16R0: 5" - GGA TAC CTT GTT ACG ACT TAA CCC C - 3'(Lee
a kol., 1992); 1471-1496bp (1326bp)

R16F2n: 5' GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG 3' (Lee akol.,
1998); 144-164ph

R16R2: 5' TGA CGG GCG GTG TGT ACA ACC CCG 3' (Lee a
kol., 1992); 1365-1390bp (1201pb)

R16F1: 5" - AAG ACG AGG ATAACAGTT GG -3'(Leea
Davis, 1992); 125-145bp

R16B6: 5" -TAG TGC CAA GGC ATC CAC TGT G - 3’(Padovan
a kol., 1995); 1792-1814bp (1647bp)

PCR cyklus: Primery P1A/P7A

94°C /1 min. (94°C / 1 min. — 55°C /2 min. — 72°C / 3 min.)
35x — 72°C / 7 min. (Lee a kol., 1998);

Sekvence primerii:
P1A: 5' ACG CTG GCG GCG CGC CTA ATA C 3’ (Lee a kol., 2004); 27-
49bp

P7A: 5" CCT TCA TCG GCT CTT AGT GC 3'(Lee a kol., 2004);
1808-1828bp (1759bp)
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PCR cyklus: Primery AP5/AP4

94°C / 2 min. (95°C / 15s. — 55°C / 15s. — 72°C / 60s.)
35x — 72°C / 10 min. (Jarausch a kol., 2000);

Sekvence primeri:

AP5: 5" TCTTTTAATCTTCAACCATGGC 3’ (Jarausch a kol.,
2000); 560-581bp

AP4: 5' CCAATGTGTGAAATCTGTAG 3’ (Jarausch a kol., 2000);
1042-1023bp

PCR cyklus: Primery AP8/AP10

94°C /2 min. (95°C / 15s. — 58°C / 15s. — 72°C / 45s.)
35x — 72°C / 10 min. (Jarausch a kol., 2000);

Sekvence primeru:

AP8: 5' CAAACAACAATTTTAAAACC 3’ (Jarausch a kol.,
2000); 263-282bp

AP10: 5' TTTTCACAACGTATTCCGCC 3’ (Jarausch a kol.,
2000); 1798-1779bp

PCR cyklus: Primer AP13/AP10

94°C /2 min. (95°C / 15s. — 55°C/ 15s. — 72°C/ 90s.)
35x — 72°C / 10 min. (Jarausch a kol., 2000);

Sekvence primerii:

AP13: 5' CTACAGATTTCACACATTGG 3’ (Jarausch a kol.,
2000); 1023-1042bp

AP10: 5' TTTTCACAACGTATTCCGCC 3’ (Jarausch a kol.,
2000); 1798-1779bp

PCR cyklus: Primery rpAP15f/rpAP15r

94°C /2 min. (94°C / 1 min. — 50°C / 2 min. — 72°C / 3 min.)
35x — 72°C / 10 min. (Schaff a kol., 1992);

Sekvence primeri:

rpAP15f: 5" AGT GCT GAA GCT AAT TTG G 3’(Martini a kol., 2008);
900 bp

rpAP15r: 5" TGC TTT TTA TAG CAA AAG GTT 3" (Martini a kol.,
2008); 900 bp

Pouzity cycler: Labnet International, Mini Cycler.
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Priprava reakéni smési PCR (PREMIX) pro jeden vzorek:

PPP Master mix 10,5ul
Primer 1 0,5ul
Primer 2 0,5ul
Strerilni destilovana voda 12,5ul
DNA testovana 1ul (20ng)
Celkem 25ul

Reakéni smés byla piipravena do celkového objemu 25ul. Do 12,5ul
sterilni destilované vody bylo ptfiddno 10,5ul PPP Master mixu, 0,5ul
primeru 1, 0,5ul primeru 2 a lul testované DNA. Tento pomér reagenci byl
pouzit u direct PCR. Jedinym rozdilem ve smési u nested PCR je, ze
produkt z direct PCR byl nafedén v poméru 1 : 29 s ultracistou vodou +1ul
DNA naamplifikované v direct PCR.

Amplifikované PCR fragmenty byly rozdéleny pomoci elektroforézy
vV 1% agarézovém gelu. Na 17 vzorkl bylo pouzito 0,35g agarozy a 35ml 1x
TBE. Smés byla dobte promichéana a ptivedena k varu, po pomalém
schlazeni nalita do elektroforetické vani¢ky a po vhodnou dobu ponechéna
utuhnout (cca 20 min.).

Do jamek gelu, ponotené¢ho v adekvatnim pufru (1x TBE) v
elektroforéze, bylo pipetovano 6ul PCR vzorku + 0,5ul barvy SYBR Green
(0,1% bromfenolova modf, 1ul 30% glycerinu, 200ul 10x TBE, 800ul H,0),
markeru (100bp) bylo pouzito 1,5ul a obarveno stejnym mnozstvim barvy
jako u vzorku.

Elektroforéza probihala pod napétim 100V cca 25 minut. Vysledek
byl zpracovan dokumentacnim systémem Biocapt.

Nasledné je uvedeno schéma provedeni PCR.
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4.1.2 Schéma provedeni PCR

1) direct P1/P7 —» nested F1/B6 — dalsi nested F2n/R2

Izolaty DNA
22/30 18/22 hybrid 195
2/82 12/16 hybrid 196
12/35 5/96 hybrid 201
12/27 13/21 Matcino
16/20 11/41 Reneta
21/14 12/2 Boskopské
11/22 2/54 Rubin
18/28 2/136 Jablon 1
GlI 13/40 Gl 9/23 Jablon 127
GI119/19 hybrid 1 Starkinson
Gll120/8 hybrid 40 Zlata renata
GlI 8/45 hybrid 190 Redgauntlet
Gll 6/20 hybrid 193 Prestické rizové
E 11/30 E 1/5 Jablon 125
Jablon 126 Jablon 206 Jablon 208
Jablon 212 Jablon 213 Jablon 216
2) direct P1A /P7TA—> nested F2n/R2

Izolaty DNA
Jablon 125 Jablon 126 Jablon 127
Jablon 206 Jablon 208 Jablon 212
Jablon 213 Jablon 216
3) direct FI/RO — nested F2n/R2

Izolaty DNA
18/22 11/41 Gl 8/45
12/16 G 1113/40 G 116/20
5/96 G 1119/19 G 119/23
13/21 G 11 20/8 12/2
2/82
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4) direct AP5/AP4

Izolaty DNA

18/22 G 11 13/40 22/30
12/16 G 11 19/19 2182
5/96 G 11 20/8 12/35
13/21 Gl 8/45 12/27
11/41 G 11 6/20 16/20
12/2 G 119/23 21/14
11/22 18/28

5) direct AP8/AP10 —» nested AP 13/AP10

Izolaty DNA
18/22 G 11 13/40 22/30
12/16 G 1119/19 2/82
5/96 G 1120/8 12/35
13/21 GlI 8/45 12/27
11/41 G 11 6/20 16/20
12/2 G 119/23 21/14
11/22 18/28
6) direct rpAP15f/rpAP15r

Izolaty DNA
22/30 18/22 hybrid 195
2/82 12/16 hybrid 196
12/35 5/96 hybrid 684
12/27 13/21 Matcino
16/20 11/41 Reneta
21/14 12/2 Boskopské
11/22 2/54 Rubin
18/28 2/136 Jablon 1
GlI 13/40 Gll19/23 Starkinson
GI119/19 hybrid 1 Zlata renata
Gl1 20/8 hybrid 40 Redgauntlet
Gl 8/45 hybrid 87 Piestické rizové
15/75 E 11/1 Ferrari
9/19 E 1/5 Honey
3/55 E 11/60 Prisvitné letni
9/3 E 1/17 Zvonkové
10/9 hybrid 201 Golden
10/28 hybrid 208 Borsov
8/70 hybrid 226 Ontario
9/48 hybrid 296 Idared
12/148 hybrid 193 Julie
1/191 Gl 6/20 Angold
G 11/52 James G. hybrid 190
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4.2 RFLP — Analyza délkového polymorfismu
restrikénich fragmenti

(Restriction Fragment Length Polymorphism)

K restrikénimu $tépeni byla vyuzita fada restrikcnich enzymt, jejich
vybér byl zavisly na primerech pouzitych v predeslé PCR viz. nasledujici
schéma.

PCR: direct P1/P7 — nested F1/B6 —» dalsi nested F2n/R2—>
RFLP: Msel

PCR: direct PLIA/P7A ™ nested F2n/R2 — RFLP: Msel

PCR: direct AP8/AP10 — nested AP 13/AP10—» RFLP: Rcal, Hincll

PCR: direct rpAP15f/rpAP15r — RFLP: Alul

Piiprava reakéni smési pro St€peni PCR produktu
restrikénimi endonukleazami

Nejdiive byl podle poctu vzorkt a zvoleného objemu reakce
ptipraven tzv. ,,PREMIX* vypocet napt. pro 1 vzorek.

Pufr aul

BSA 2ul

Restrikéni endonukleaza 0,5ul

Sterilni voda dopocitat do celkového objemu 15ul
PCR produkt 2 —8ul

PREMIX byl pfipraven pro kaZdou restrikéni endonukledzu
samostatné podle (tabulka €. 2). Pfipraveny premix v 1,5ml epi je dikladné
promichan, stoen na minicentrifuze a rozpipetovan do 1,5ml epi. K
premixu je piidano 2 - 8ul vzorku DNA (dle sily bandu), promichanoa
potom stogeno na mini-centrifuze. 1,5ml epi inkubujeme 24 hod. pti 37 C°
v termobloku.

Pro elektroforetickou analyzu produktt restrikéniho §tépeni byl
pouzit 8 % akrylamidovy gel ve slozeni: 6ml sterilni HoO; 837,5ul 10x
TBE; 1,75ml (N, N‘- methylenbisakrylamid, roztok 29:1, AA); 129,1ul
amonium persulfatu (APS); Sul TMD (N, N*, N* tetramethylethylendiamin).
Smés byla dobfe promichédna a rychle pfevedena do formy na gel. Gel byl
ponechén tuhnout cca. 15 minut.
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Do jamek gelu, ponofeného v adekvatnim pufru (1xXTBE) ve
vertikalni elektroforéze, byla pipetovana smés 4pul barvy (Blue/Orange) +
DNA vzorek. Markeru (100bp) bylo pouzito 1,5ul a obarveno stejnym
mnozstvim barvy jako u vzorku.

Elektroforéza probihala pod napétim 120V cca 90 minut.

Po skonceni elektroforézy byl gel obarven pomoci Gel Redu (50ml
destilované vody, 15ul Gel Redu) za 15 minut. Po obarveni byl gel vyfocen.
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5. Vysledky a diskuse

5.1. Nasledna nested PCR s primery P1/P7 ->
F1/B6 -> F2n/R2

Direct PCR s primery P1/P7, nested PCR s primery F1/B6 a
nasledna nested PCR s primery F2n/R2 byla pouzita u vzorkt 22/30, 2/82,
12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 18/28, GI113/40, G1119/19, G1120/8,
G116/20, G118/45, GI119/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2, 2/54,
2/136, E 1/5, E 11/60, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190, hybrid 193, hybrid
195, hybrid 196, hybrid 201, Matcino, Reneta, Boskopské, Rubin, Jablonl,
Jablon 125, Jablon 126, Jablon 127, Jablon 206, Jablon 208, Jablon 212,
Jablon 213, Jablon 216, Starkinson, Zlata renata, Redgauntlet, Prestické
ruzové (tabulka ¢. 3, 4).

Direct PCR s primery P1/P7 s jednim opakovanim byla pouzita u
vzorkt 2/54, E 1/5, E 11/60, 2/136, Jablonl1, Jablon 126, Jablon 127, Jablon
212, Jablon 213, Jablon 216, Matcino, Reneta, Boskopské, Rubin, Zlata
renata, Redgauntlet, Ptestické rizové, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190,
hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid 201 a vysla s negativnim
vysledkem (tabulka €. 3) a u vzorkt Jablon 125, Jablon 206, Jablon 208
vysla s pozitivnim vysledkem (tabulka €. 3). U vzorka 22/30, 12/35, 12/27,
16/20, 21/14, 11/22, 18/28, G1113/40, G116/20, G118/45, G119/23, 18/22,
12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2, Starkinson bylo provedeno dvoji opakovani
s negativnim vysledkem (tabulka ¢. 3) a u vzorka 2/82, GI119/19, GI120/8
bylo provedeno troji opakovani s negativnim vysledkem (tabulka €. 3).

Nested PCR s primery F1/B6 s jednim opakovanim byla pouzit u
vzorki 2/54, E 1/5, E 11/60, 2/136, Matc¢ino, Reneta, Boskopské, Rubin,
Jablonl, Jablon 212, Starkinson, Zlatd renata, Redgauntlet, PieStické
razové, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196,
hybrid 201 a vysla s negativnim vysledkem (tabulka €. 4) a u vzorkl Jablon
125, Jablon 126, Jablon 127, Jablon 206, Jablon 208, Jablon 213, Jablon
216 a vysla s pozitivnim vysledkem (tabulka €. 4). Dvoji opakovani bylo
pouzito u vzorki 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 18/28, GI113/40, GI119/19,
GI16/20, GI18/45, GI19/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2 a vyslo
s negativnim vysledkem a u vzorki 22/30, 12/35 vyslo prvni opakovani
s negativnim vysledkem a druhé opakovani vyslo s pozitivnim vysledkem
(tabulka €. 4). U vzorku 2/82 vysla prvni dvé opakovani s negativnim
vysledkem a tieti opakovani s pozitivnim vysledkem a u vzorku GII20/8
vysla prvni tfi opakovani negativné a ¢tvrté opakovani vyslo pozitivné
(tabulka €. 4).
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Nasledna nested PCR s primery F2n/R2 byla pouzita u vzorka
22130, 2/82, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 18/28 G1113/40, GI1119/19,
G1120/8, G116/20, G118/45, G119/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2,
2/54, 2/136, E 1/5, E 11/60, Matcino, Reneta, Boskopské, Rubin, Jabloiil,
Jablon 125, Jablon 126, Jablon 127, Jablon 206, Jablon 208, Jablon 212,
Jabloni 213, Jablon 216, Starkinson, Zlata renata, Redgauntlet, Prestické
razové, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196,
hybrid 201 (tabulka ¢. 4).

Nasledna nested PCR s primery F2n/R2 s jednim opakovanim byla
pouzita u vzorki 2/54, E 11/60, Jablon 125, Jablon 126, Jablon 127, Jablon
206, Jablon 208, Jablon 213, Jablon 216, Reneta, Boskopské, hybrid 40,
hybrid 190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid 201, vysla
s pozitivnim vysledkem a u vzorkt E 1/5, 2/136, Matcino, Rubin, Jabloiil,
Jablon 212, Starkinson, Zlata renata, Redgauntlet, Pfestické rizové, hybrid
1 vysla s negativnim vysledkem (tabulka €. 4). Naslednd nested PCR
s primery F2n/R2 s dvojim opakovanim byla pouzita u vzorki 12/35, 5/96
S pozitivnim vysledkem, u vzorkt 18/28, GII13/40, 12/16, 13/21 vysla
s negativnim vysledkem a u vzorkta 22/30, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22,
G1119/19, GI18/45,G116/20, GI19/23, 18/22, 11/41, 12/2 vyslo prvni
opakovani s negativnim vysledkem a druhé opakovani s pozitivnim
vysledkem (tabulka €. 4). U vzorku 2/82 vysla prvni dvé opakovani
negativné a tieti opakovani pozitivné, u vzorku GII120/8 vysla prvni dvé
opakovani negativné a druhé dvé opakovani pozitivné (tabulka €. 4).

5.2. Nasledna nested PCR s primery P1A/P7A
-> F2n/R2

Direct PCR s primery P1A/P7A, nested PCR s primery F2n/R2 byla
pouzita u vzorkl Jabloni 125, Jabloni 126, Jabloni 127, Jabloni 206, Jablon
208, Jablon 212, Jablon 213, Jablon 216 (tabulka ¢. 3, 4).

Direct PCR s primery P1A/P7A s jednim opakovanim byla pouzita
u vzorkt Jablon 126, Jablon 216 a vySla s negativnim vysledkem (tabulka ¢.
3) au vzorkt Jablon 125, Jablon 127, Jablon 206, Jablon 208, Jablon 212,
Jablon 213 vysla s pozitivnim vysledkem (tabulka €. 3).

Nested PCR s primery F2n/R2 s jednim opakovanim byla pouzit u
vzorku Jablon 125, Jablon 126, Jablon 206, Jablon 208, Jablon 212, Jablon
213, Jablon 216 a vysla s pozitivnim vysledkem (tabulka ¢. 4) a u vzorku
Jablon 127 vysla s negativnim vysledkem (tabulka €. 4).
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5.3. Nested PCR s primery F1/R0 -> F2n/R2

Direct PCR s primery F1/RO0, nested s primery F2n/R2 byl pouzit
u vzorku 2/82, 12/16, 5/96, 11/41,GI113/40, GI119/19, G1120/8, G118/45,
GlI6/20, GI19/23,18/22, 13/21, 12/2 s jednim opakovanim a vySel negativné
(tabulka ¢. 3, 4).

5.4. Direct PCR s primery AP5/AP4

Direct PCR s primery AP5/AP4, byl pouzit u vzorka 18/22, 12/16,
5/96, 13/21, 11/41, 12/2, 11 /22, 18/28, G1113/40, G1119/19, GI1120/8,
G116/20, G118/45, G119/23, 22/30, 2/82, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14 s jednim
opakovanim a vyslo s pozitivnim vysledkem (tabulka €. 3).

5.5. Nested PCR s primery AP8/AP10 ->
AP13/AP10

Direct PCR s primery AP8/AP10, nested PCR s primery AP13/AP10
byl pouzit u vzorkt 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2, 11 /22, 18/28,
G1113/40, GI119/19, G1120/8, GI16/20, G118/45, G119/23, 22/30, 2/82, 12/35,
12/27, 16/20, 21/14 (tabulka €. 3).

Direct PCR s primery AP8/AP10, byl pouzit u v§ech vzorka
s dvojim opakovanim, vySel s negativnim vysledkem (tabulka €. 3). Nested
PCR s primery AP13/AP10 byl pouZit u vzorkii pouze jednou a vySel
s pozitivnim vysledkem (tabulka ¢. 4, foto €. 6).

5.6. Direct PCR s primery rpAP15f/rpAP15r

Direct PCR s primery rpAP15f/rpAP15r byl pouzit u vzorka 22/30,
2/82,12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 18/28, G1113/40, G1119/19,
Gl1120/8, G116/20, G118/45, GI119/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2,
2/54, 2/136, E1/5, E11/60, 8/70, 9/48, 15/75,G11/52, 12/148, 10/28 ,E1/17,
E11/1, 10/9 ,9/19, 3/55, 9/3, 1/191, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190, hybrid
193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid 684, hybrid 87, hybrid 208, hybrid 201,
hybrid 296, hybrid 226, Matc¢ino, Reneta, Boskopské, Rubin, Jablonil,
Starkinson, Zlaté4 renata, Redgauntlet , Piestické rizové, Idared, Angold,
James G., Julie, Ferrari, Honey, BorSov, Ontario, Prisvitné letni, Zvonkové,
Golden, (tabulka ¢. 3, foto €. 7).
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Direct PCR s primery rpAP15f/rpAP15r s jednim opakovanim byl
pouzit u vzorkt 22/30, 2/82, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 18/28,
G1113/40, GI119/19, G1120/8, GI16/20, G118/45, G119/23, 18/22, 12/16, 5/96,
13/21, 11/41, 12/2, 2/54, E1/5, E11/60, Boskopské, Jablonil, Golden, hybrid
190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 193, hybrid 196, hybrid 1, hybrid 40,
hybrid 684, hybrid 87, hybrid 226, hybrid 208, hybrid 201, vysla s
pozitivnim vysledkem a vzorky 8/70, 9/48, 15/75, G11/52, 12/148, 10/28 ,
E1/17, E11/1, 10/9, 9/19, 3/55, 9/3, Matéino, Piestické ruzové, Idared,
Angold, James G., Julie, Zlata renata, Redgauntlet, Ferrari, Honey,
Prtsvitné letni, Zvonkové, hybrid 1, hybrid 296 vysly s negativnim
vysledkem (tabulka ¢. 3).

Dvoji opakovani bylo provedeno u vzorkl 2/136, 1/191, Starkinson,
BorSov s negativnim vysledkem a u vzorkii Reneta, Ontario s pozitivnim
vysledkem. U vzorku Rubin vysly tii opakovani s negativnim vysledkem
(tabulka €. 3).

5.7. Vytvoreni standardnich RFLP profiliu
vzorki fytoplazem

Vysledkem restrikéniho $tépeni (RFLP) enzymem Msel po
amplifikaci DNA pomoci primerti F2n/R2 vznikl charakteristicky profil pro
fytoplazmu proliferace jabloné ("Candidatus Phytoplasma mali’,
ribozomalni podskupina 16SrX — A).

Timto postupem lze odlisit fytoplazmy riznych ribozomalnich
skupin i1 podskupin (Lee a kol., 1998), nelze vSak urcit podskupiny
fytoplazmy proliferace jabloné AP ¢i AT.

Stépent restrikéni endonukleazou Msel bylo pouZito u nasledujicich
vzorkl 22/30, 2/82, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, GI119/19, GI120/8,
G116/20, G118/45, G119/23, 18/22, 5/96, 11/41, 12/2, 2/54, E11/60, hybrid
190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid 40, hybrid 201, Jablon 125,
Jablon 126, Jablon 127, Jabloni 206, Jablon 208, Jablon 212, Jablon 213,
Jabloni 216, Reneta, Boskopské, které vysly v nested a ndsledném nested
PCR s primery F2n/R2 s pozitivnim signalem (tabulka ¢. 4).

Restrik¢ni Stépeni enzymem Msel je dokumentovano v (tabulce €. 5, 6 a
foto €. 8). U vzorku Jablon 127 pfi restrikénim $tépeni enzymem Msel pii
velikosti fragmentu >50 vysly tii prouzky. Rozdil zjistime naslednym
sekvenovanim.

Martini a kol., (2008) ve své praci pro detekci fytoplazem
proliferace jabloné pouziva amplifikaci DNA — direct PCR s primery
P1/P7, nested PCR s primery F1/B6, nasledna nested PCR s primery
F2n/R2.

Nasledné enzymatické Stépeni enzymy Rsal, Sspl ukazuje shodny restrikéni
profil fytoplazmy proliferace jablon¢ podskupiny AP a AT (pfiloha €. 3,
obrazek ¢. 1).

Po amplifikaci DNA — direct PCR primery AP8/AP10, nested PCR
primery AP13/AP10 a nasledném enzymatickém Stépeni enzymy Rcal,
Hincll pii dodrzeni PCR cyklu 95°C / 1 min. (94°C / 1min. — 53°C / 45s. —
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72°C / Imim.) 45x — 72°C / 8 min. se mély vzorky rozdélit na podskupiny
AP, AT a podtypy AT-1, AT-2 (Martini a kol., 2008), (ptiloha ¢. 3- obrazek
¢. 1, tabulka ¢. 6). Amplifikace nasich vzorku 22/30, 2/82, 12/35, 12/27,
16/20, 21/14, 11/22, 18/28, G13/40, G1119/19, G1120/8, G116/20, G118/45,
GI19/23, 18/22, 5/96, 11/41, 12/2,12/16, 13/21 timto zplisobem byla
problematicka (tabulka ¢&. 6). Casto vznikaly nespecifické produkty (foto &.
6). Nasledné restrik¢ni Stépeni bylo velmi obtizné odpovédné vyhodnotit.

Pomoci direct PCR s primery pro ribozomalni protein rpAP15f/
rpAP15r a naslednym enzymatickym $t€penim enzymem Alul byl ziskan
restrikéni profil typicky pro fytoplazmu proliferace jabloné subtypu AP u 34
vzorka 2/82, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 27/30, GI1113/40, G1119/19,
G116/20, G118/45, G119/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 2/54, E1/5,
E11/60, hybrid 40, hybrid 190, hybrid 193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid
684, hybrid 87, hybrid 201, hybrid 226, Reneta, Boskopské, Jablonl,
Ontario, Golden (taulka €. 6) a subtypu AT u 5 vzorki 22/30, 18/28
,GI120/8, 12/2, hybrid 208 (tabulka ¢. 6) ze 70 izolati DNA jabloni 22/30,
2182, 12/35, 12/27, 16/20, 21/14, 11/22, 27/30, 18/28, G1113/40, GI1119/19,
G1120/8, G116/20, G118/45, G119/23, 18/22, 12/16, 5/96, 13/21, 11/41, 12/2,
2/54, 2/136, E1/5, E11/60, 8/70, 9/48, 15/75,G11/52, 12/148, 10/28 ,E1/17,
E11/1, 10/9 ,9/19, 3/55, 9/3, 1/191, hybrid 1, hybrid 40, hybrid 190, hybrid
193, hybrid 195, hybrid 196, hybrid 684, hybrid 87, hybrid 208, hybrid 201,
hybrid 296, hybrid 226, Matcino, Reneta, Boskopské, Rubin, Jablonl,
Starkinson, Zlat4 renata, Redgauntlet , Piestické rtizové, Idared, Angold,
James G., Julie, Ferrari, Honey, BorSov, Ontario, Prsvitné letni, Zvonkové,
Golden (tabulka ¢. 1). Restrikéni $t€peni enzymem Alul je dokumentovano
V tabulce ¢&. 5, 6, foto €. 9.

Martini a kol., (2008) ve své praci pro detekci fytoplazem
proliferace jabloné pouziva amplifikaci DNA — direct PCR s primery
rpAP15f/ rpAP15r. Nasledné enzymatické §tépeni enzymy Alul ukazuje
shodny restrikéni profil fytoplazmy proliferace jabloné podskupiny AP (rp
X-A), AT-1 (rp X —B), (ptiloha ¢. 3, obrazek ¢. 1).
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6. Zavér

1. Pro detekci fytoplazem neni samotné PCR bez néasledné analyzy
amplifikovaného fragmentu DNA dostate¢né spolehlivou metodou.

2. Provedené experimenty naznacuji, ze pro spolehlivou detekci
fytoplazmy proliferace jablon¢ jsou vhodné primery
rpAP15f/rpAP15r.

3. Provedené experimenty naznacuji, ze primery PLA/P7A jsou
vhodnéjsi nez primery P1/P7 pro direct PCR.

4. Pouzitim direct PCR, nested PCR a nasledné nested PCR byly
vzorky jabloni rozdéleny na pozitivni a negativni. Celkem bylo
testovano 78 vzorkti DNA, z toho bylo 48 vzorki pozitivnich.

5. Vysledkem restrikéniho Stépeni (RFLP) enzymem Msel po
amplifikaci DNA pomoci primert F2n/R2 vznikl charakteristicky
profil pro fytoplazmu proliferace jablon¢ ("Candidatus Phytoplasma
mali’, ribozomalni podskupina 16Sr X — A) u 34 vzorku ze 78
testovanych vzorku, nelze vSak uréit podskupiny fytoplazmy
proliferace jablon¢ AP ¢i AT.

6. Restrik¢énim $tépenim (RFLP) enzymy Rcal, Hincll po amplifikaci
DNA pomoci primerti AP13/AP10 se mély vzorky rozdélit na
podskupiny AP, AT a podtypy AT-1, AT-2. Amplifikace naSich
vzorkl timto zpisobem byla problematicka, casto vznikaly
nespecifické produkty a nasledné restrikéni Sté€peni bylo velmi
obtizné odpovédné vyhodnotit.

7. Enzymatickym §tépenim enzymem Alul po amplifikaci primery
rpAP15f/ rpAP15r byl ziskan restrikéni profil typicky pro
fytoplazmu proliferace jabloné subtypu AP - rp X-A u 34vzorkd a
subtypu AT - 1 rp X-B u 5 vzorkt ze 78 DNA izolatt jabloni.

8. U 39 DNA izolati jabloni pochazejicich zejména z genofondi a
produk¢nich vysadeb, popft. 1 z vysadeb drobnych péstitelti a z plané
rostoucich stromii v CR, se nam nepodafilo molekularnimi
metodami prokazat infekci, kterd zptisobuje pfiznaky onemocnéni
fytoplazmy proliferace jabloné.
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