DETEKCE A IDENTIFIKACE FYTOPATOGENNICH BAKTERIi METODOU PCR-RFLP

Polymerazova retézova reakce (PCR) je in vitro metoda pro enzymatickou syntézu definované
sekvence DNA. Reakce vyuZivd dvou oligonukleotidovych primerd, které hybridizuji s protichGdnymi
vlakny DNA a od jejich 3’- koncl je zahdjena syntéza komplementdrnich fetézcd. Syntéza novych
komplementarnich vidken je katalyzovana termostabilni DNA polymerazou. Opakovani cykll, které
zahrnuji denaturaci DNA templatd (denaturation), hybridizaci primerl (annealing) a syntézu
komplementarnich vldken DNA (extension), ma za vysledek exponencialni narlst poctu specifickych
DNA fragmentu. Konce fragment( jsou uréeny 5°- konci primerQ. ProtoZe primery musi byt chemicky
syntetizovany, musime znat alespon pocatecni a koncové sekvence amplifikovaného useku.

PCR je velice citliva metoda, kterd umoznuje detekci ,jediné kopie” DNA (prakticky 10 - 10° kopii
templatové molekuly) ve vzorku tim, Ze uréenou sekvenci namnozi do té miry, Ze ji miZzeme po separaci
gelovou elektroforézou a obarveni snadno detekovat.

Restrikéni endonukleazy jsou enzymy schopné rozpoznat specifické sekvence nukleotidd na
dvousroubovici DNA a toto misto specifickym zplsobem Stépit. RGzné restrikéni endonukledzy
rozpoznavaji rGzné sekvence obvykle o velikosti 4 aZ 6 nukleotidi. Takovad presnost a
reprodukovatelnost je vyznamna pro celou fadu molekuldrné-biologickych technik jako napf. klonovani
genll nebo DNA segment(l nebo délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd (RFLP).

PCR-RFLP analyza umoznuje detekovat sekvenéni variabilitu PCR produkti. Vlastni postup se sklada z
PCR amplifikace konkrétniho useku DNA a jeho stépeni vybranou restrikéni endonukledzou. Restrikéni
mista mohou mutacemi vznikat i zanikat, cozZ se projevi zménou poctu a velikosti ziskanych restrikénich
fragmentQ, které detekujeme pomoci gelové elektroforézy. Jsou tak ziskany informace o polymorfismu
PCR produktd, které mGzeme vyuzit pfi hodnoceni genetické variability studovanych organism( a jejich
identifikaci.

Typickym prikladem diagnostického vyuZiti metody je identifikace bakterii na zakladé PCR-RFLP analyzy
16S rDNA genu. Tento gen predstavuje univerzalni fylogeneticky marker bakterii, jehoz sekvence muze
nést druhové specificka restrikéni mista. Kombinaci vhodnych restrikénich endonukleaz je pak mozné
identifikovat dany druh bakterie.

Fytoplazmy jsou jednoduché bakterie bez pevné bunécné stény kolonizujici floém (sitkovice) rostlin
nebo buriky a tkané hmyzich vektor(l. Pfenos fytoplazem se uskutecnuje pomoci bodavé savého hmyzu
z fadu Heteroptera, a to mer (Psyllidae), k¥ist (Auchenorrhyncha) a plostic (Miridae). Bodavé savy hmyz
je nejen vektorem, ale zdroveni i alternativnim hostitelem fytoplazem. Fytoplazmy se rozSifuji také
vegetativné, a to pomoci roubl, ocek a hlizz mohou se prendset také korenovymi srlsty a
prostrednictvim parazitickych rostlin, zejména kokotice.

Amplifikace parcialni sekvence 16S rDNA fytoplazem ve vzorcich celkové DNA izolovanych z rostlin

infikovanych fytoplazmami (Cviceni 1)

Detekce a identifikace fytoplazem bude provedena ve vzorcich celkové DNA izolovanych z rostlin
infikovanych fytoplazmami: Candidatus Phytoplasma asteris, Candidatus Phytoplasma ulmi, Candidatus
Phytoplasma mali, Candidatus Phytoplasma prunorum a Candidatus Phytoplasma solani.



Postup:

1. PCR amplifikace parcidlni sekvence 16S rDNA fytoplazem pomoci primer R16F2 a R16R2M —
pfiprava PCR reakéni smési.

Nejdrive si podle poctu vzorkl a zvoleného objemu reakce pfipravte PCR reakéni smés, a to smichanim
poloZzek v daném poradi. Po dikladném promichani (Vortex) a odstfedéni rozpipetujte smés do 0,2ml
PCR zkumavek a pridejte vzorek. Opét promichejte (Vortex), stote na minicetrifuze a vloZte do
naprogramovaného cykléru.

Béhem pfipravy PCR reakéni smési dodrZujte ndsledujici pravidla:

e Reakcni smés pripravujte a pracujte s ni vidy ve chlazenych zkumavkdch (chladici stojdnek,
ledova trist).

e S Taq polymerdzou manipulujte jen po nezbytnou dobu, vZdy ji chladte a ihned uklddejte do
mraziciho boxu (- 20 °C).

e Pipety, které pouZivdte k pripravé zdsobnich roztoki a reakcni smési, nikdy nepouZivejte k
pipetovdni vzorkii nebo produkti reakce. Podobné nemiZete stejnou pipetu pouZivat k
pipetovadni vzorkii a produktd. V téchto pripadech hrozi nebezpeli kontaminace, kdy jsou
vysledkem falesné pozitivni reakce (vzhledem k vybaveni laboratofe nebude toto pravidlo

dodrZeno).
Primery: R16F2 5°-ACg ACT gCT AAg ACT gg -3’
R16R2M 5-TgA Cgg gCg gTg TgT ACAAACCCCg-3’

GoTaq® DNA Polymerase F2/R2

Koncetrace Konecna Pipetuj
s prac. roztoku koncentrace 1 test
Pufr 5x 1x 5 ul
MgCi2 25 mM 0 mM 0,0 ul
Voda == 148 u
dNTP 2mM 200 uM 25 ul
f primer 20 pmol/ul 0,2 uM 0,25 ul
T primer 20 pmol/ul 02 uM 0,25 ul

U/reake

Taq pol 5 Ulul die 0.2 ul
CELKEM 23
Objem reakce 25 ul Rozpipetuj po
VZOREK 2 ul

2. Teplotni program PCR reakce.

Pocdatecni denaturace 94 °C_ 2 min

35 cykllh  denaturace 94°C 60s
nasedani primerU (anealing) 50°C 60s

syntéza DNA (elongace) 72°C _60s

Konecna elongace 72°C 7 min

3. Stanoveni velikosti PCR produktu pomoci gelové elektroforézy.



Velikost PCR produktu stanovte elektroforeticky v 1,0% agar6zovém gelu v TAE pufru. Pouzijte standard
molekulové vahy GeneRuler 100+ bp DNA Ladder (2 ul na drdhu). Fluorescencni barvivo GoodView
pridavejte do rozvareného agardzového gelu (2 pl na 50 ml). Separaci provedte pfi 80 V po dobu 30 — 40
minut.

Ocekavana velikost PCR produktu je cca 1200 bp.
Priprava 1% agardzového gelu v TAE pufru, provedeni elektroforézy a vizualizace:

e Rozvarte 0,5 g agardzy v 50 ml TAE pufru (lahev se sroubovacim uzdvérem, mikrovinnd trouba).

e  Pripravte si vanicku (10 x 10 cm) horizontdlini elektroforézy. Do 50 ml rozvareného agardzového
gelu (cca 50 °C) pridejte 2 ul barviva GoodView, promichejte a vlijte do pripravené vanicky.

e Po ztuhnuti gelu (napr. 15 min pfi RT, 15 min v chladni¢ce) opatrné vyjméte hiebinek a vanicku
vloZte do elektroforetické komlrky (jamky u katody *-°). Komurku naplrite TAE pufrem tak, aby
byl gel prevrstven 2 aZ 5 mm pufru (po kontrolni rysku).

o Vzorek pro analyzu vysledku PCR pripravte smichdnim 5 ul reakéni smési s 1 ul vzorkovaciho
roztoku.

e Mikropipetou plrite jamky v gelu vzorky (6 ul). Vzorky nandsejte zleva doprava a rozmisténi
vzorkl zaznamenejte do protokolu; do prvni jamky pipetujte standard molekulové vdhy.

e Zapojte zdroj stejnosmérného elektrického proudu (Cerny vodic -', Cerveny +°). Negativné
nabité molekuly DNA se pohybuji od anody (-) ke katodé (+).

e Na zdroji nastavte 80V a nechejte elektroforetickou separaci probihat, aZ modrd zéna
odpovidajici bromfenolové modFi urazi dréhu cca 2 cm.

e Po rozdéleni vzork( vypnéte zdroj a odpojte elektroforetickou komtrku od elektrického proudu.
Gel opldchnéte destilovanou vodou a vioZte do UV translumindtoru (dokumentacni systém
Syngene). Pozitivnim vysledkem bude PCR produkt odpovidajici ocekdvané velikosti
amplifikovanému segmentu.

Identifikace fytoplazem pomoci RFLP analyzy PCR produktd (Cviceni Il)

Pomoci vybranych restrikénich endonukledz (napr. Alu I, Rsa I, Mse 1) bude provedena RFLP analyza
ziskanych PCR produktl odpovidajici velikosti (cca 1200 bp). Produkty Stépeni budou separovany
pomoci gelové elektroforézy. Vysledna restrikéni spektra budou porovndna se PCR-RFLP markery
znamych druh( fytoplazem a uréen druh fytopolazmy.

Postup:
1. Ptiprava reakcni smési pro Stépeni PCR produktu restrikénimi endonukledazami

RFLP reakcni smés pripravite smichanim 5 pl deionizové vody, 2 pl 10x pufru, 2 pl AC-BSA, 1 ul
restrikéniho enzymu; na zavér pridate 10 ul PCR produktu. Dlkladné promichejte a stoCte na
minicentrifuze. Pokud provadite Stipani na Dry bloku kapnéte do kazdé zkumavky jednu kapku
minerdlniho oleje, ktery zabrani odpafovani reakéni smési béhem inkubace. Zkumavky inkubujte
min 2 h pfi 37 °C termobloku.

Pokud dand restrikcni endonukledza nevyZaduje pridavek AC-BSA, nahradte ji deionizovanou vodou.

2. Priprava 1,5 % agardézového gelu a RFLP analyza produktu stépeni
e Rozvarte 0,75 g agardzy v 50 ml TAE pufru (ldhev se Sroubovacim uzavérem, mikrovinna
trouba). Dale postupujeme jako pfi pripravé 1% gelu.
e KPCR produktu (20 pl) pridejte 4 pl vzorkovaciho roztoku, promichejte pipetou,
centrifugujte na minicentrifuze.
e Mikropipetou plrite jamky v gelu vzorky (10 ul). Vzorky nandsejte zleva doprava a rozmisténi



vzorkl zaznamenejte do protokolu; do prvni jamky pipetujte standard molekulové vahy
(GeneRuler 100+ bp DNA Ladder).

e Zapojte zdroj elektrického proudu (¢erny vodi¢ “-*, Cerveny “+°). Negativné nabité molekuly DNA
se pohybuji od anody (-) ke katodé (+).

e Nastavte na zdroji 80V a nechte elektroforetickou separaci probihat 50-60 min.

e Po rozdéleni vypnéte zdroj a odpojte elektroforetickou komuirku od elektrického proudu.
Gel oplachnéte destilovanou vodou a umistéte na UV transluminator (dokumentacni systém
Syngene).

Vysledkem jsou restrikéni fragmenty. Porovnanim RFLP profilu vzorkd se standardy urcite druh
fytoplazmy.

Obrazek 1: Detekce 16S rDNA fytoplazem pomoci PCR s primery 16F2/16R2M
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M - GeneRuler 100+ bp DNA Ladder; A - Candidatus Phytoplasma asteris, B - Candidatus Phytoplasma

ulmi, C - Candidatus Phytoplasma mali, D - Candidatus Phytoplasma prunorum, BL — negativni kontrola;
1,0% AGSA/TAE; GoodView 3 ul/50 ml gel; foto 500 ms, vzorky po 3 ul, 80-70 V ; drdha cca 3 cm



Obrazek 2: Restrikéni profily PCR produktu 16S rDNA znamych druh( fytoplazem ziskané pomoci Rsa 1
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M - GeneRuler 100 bp DNA Ladder; A - Candidatus Phytoplasma asteris nebo Candidatus Phytoplasma
solani, B - Candidatus Phytoplasma ulmi, C - Candidatus Phytoplasma mali nebo Candidatus
Phytoplasma pyri, D - Candidatus Phytoplasma prunorum, BL — negativni kontrola; 2 % Agardza/TAE;
GoodView 3,0 pl/50 ml gel, foto 500 ms, 60 V, draha BFM 3 cm



