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STANOVENI PRITOMNOSTI FYTOPLAZEM
METODOU PCR

1 Ucel a rozsah

Postup slouzi k detekci fytoplazem v rostlinném materialu. Fytoplazmy jsou obligatni
intracelularni patogeny, které vyvolavaji fadu vyznamnych chorob zemédélskych plodin,
napt. stolbur brambor, proliferaci jablong, chfadnuti hrusné¢ nebo evropskou Zzloutenku
peckovin.

2 Princip

Zékladem této metody je homogenizace rostlinného materialu, extrakce DNA ze vzorku,
amplifikace vyextrahované DNA pomoci PCR a vyhodnoceni amplifikovanych fragmentt
pomoci elektroforézy na agard6zovém gelu. K extrakci DNA 1 vlastnimu stanoveni fytoplazem
se pouziji komercni kity. Vysledky se vyhodnoti za pouziti systému kontrol a ve srovnani
S pozitivnim materidlem, ktery je soucasti detek¢nich kitd.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Pufr Dellaporta.

1.1 Hydrogenfosfore¢nan draselny trihydrat.

1.2 Dihydrogenfosfore¢nan draselny.

1.3 Bovine serum albumin frakce V.

1.4 Polyvinylpyrrolidon.

1.5 Kyselina askorbova.

1.6 Sacharoéza.

Ptiprava: viz Postup, bod 5.1.

2 DNeasy” Plant Mini Kit, (Qiagen), pro izolaci celkové DNA z rostlinnych bun&k
a tkani.

2.1 Buffer AP1.
2.2 Buffer P3.
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2.3 Buffer AW1, pted prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem dle navodu vyrobce
Kitu.
2.4 Buffer AW2, pted prvnim pouzitim se fedi (95 — 100)% etanolem dle navodu vyrobce
kitu.
2.5 Buffer AE.
2.6 RNase A.
Soucasti kitu je také tento spotiebni material
2.7 DNeasy Mini Spin Columns.
2.8 QIlAshredder Mini Spin Columns.
2.9 Collection Tubes (sbérné¢ zkumavky) o objemu 2 ml.
3 Kit Universal Phytoplasma, (Loewe)
3.1 Premix Universal Phytoplasma (smés primert a dNTPs).
3.2 Pozitivni kontrola (DNA nakazené rostliny).
3.3 Negativni kontrola (DNA zdravé rostliny).
4 iTaq"™ DNA Polymerase, (Biorad)
4.1 Taq polymeraza 5 U/p.
4.2 10 x iTaqTM Buffer (Polymerase buffer).
4.3 Roztok MgCl; (je soucasti Kitu).
5  Voda vhodna pro PCR.
6  Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
7 Agar6za pro molekularni biologii.
8  Etanol denaturovany, 70%.
9 Etanol (95 — 100)% pro UV spektroskopii.
10 Hydroxid sodny, ¢(NaOH) = 1 mol/l.
Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti ve vode¢ (6) a po vytemperovani se doplni na vysledny
objem 250 ml v odmérné barice.
11 Na;EDTA — disodn4 siil kyseliny ethylendiamintetraoctové.

Ptiprava: viz Postup, bod 5.2.1.
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12 Trizma base.

13
14

15

16

17

18
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Ptiprava: viz. Postup, bod 5.2.2.
Ledova kyselina octova.

Ethidiumbromid zasobni roztok, 1%.

Ptiprava: Zasobni roztok ethidiumbromidu (14) se dodava komercné€. Pracovni roztok
se ziska zfedénim zasobniho roztoku 10 x vodou (6) . Uchovava se v chladnicce.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty, napi. EZ LoadTM Molecular Ruler 100bp

PCR Biorad.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty, napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 500bp

PCR Biorad.

Elektroforeticky hmotnostni marker, napt. EZ LoadTM Molecular Ruler Precision

Mass, Biorad, uchovava se v chladnicce.
6 x Loading Dye Solution.

Dekontaminaéni roztok.

Piistroje a pomiicky

Homogenizator roller.

Vahy (ptedvazky) s ptesnosti 0,01 g.

Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

pH metr.

Vodni lazen, (65 + 1) °C.

Centrifuga chlazend, 14000 ot/min.

Vortex.

Minicentrifuga.

Nizkoobjemovy spektrofotometr (vinové délky 230 nm, 260 nm, 280 nm).
Laminarni box.

Termalni cykler.

Elektromagnetické michadlo s ohfevem.

Elektroforeticka vana a zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentadni zafizeni a software.
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15 Transiluminator.
16  Ptenosna UV lampa.

17  Automatické pipety s nastavitelnym objemy (0,1 — 1000) pl a Spicky s filtrem i bez
filtru.

18  Skalpely.

19 Plastové Petriho misky, 60 mm.

20  Plastové zkumavky 0,20 ml, 0,5 ml, 2 ml, 50 ml.

21 Pasteurovy pipety.

22 Vyrobnik ledu.

23 Horkovzdu$na susarna, (115 — 120) °C.

24 Lednice.

25 Mrazici box —20 °C, —80 °C pro dlouhodobé skladovani.

26 Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky
na zkumavky, odpadni nadoby, parafilm, bunicita vata, nddoba na uchovani ledu.

27  Filtracni papir vysoké hustoty, napt. Whatman Grade 1.

Poznamky

1 Sterilizace a dekontaminace se provadi dle charakteru materialu bud’ tepelné
vsusarne 1 h pri (115 — 120) °C nebo chemicky napr. 70% etanolem, (0,5 — 1)%
chlornanem sodnym apod.

5 Postup
5.1 Pfiprava pufru Dellaporta

43,4 g hydrogenfosfore¢nanu draselného (1.1), 8,2 g dihydrogenfosfore¢nanu draselného
(1.2), 200 g sacharézy (1.6), 3 g séra (1.3) a 40 g polyvinylpyrrolidonu (1.4) se rozpusti
ve sterilni vodé (6) a doplni do objemu 2 1. Takto pfipraveny roztok se uchovava pti —20 °C.
Pied pouzitim k homogenizaci rostlinného materialu se rozpusti a ptida se kyselina askorbova
(1.5) v mnozstvi 1,06 g/200 ml pufru. Pomoci NaOH (10) se upravi pH na 7,6. Do druhého
dne se spotiebuje. Pufr se pouziva vytemperovany na teplotu 4 °C.

5.2 Priprava zasobniho roztoku 50 x TAE
5.2.1 Pr¥iprava 0,5M zasobniho roztoku EDTA

Navazi se 186,1 g Na,EDTA (11) na 1000 ml vody (6). Navazka se vmicha do (750 — 800) ml
vody (6). pH se upravi na 8,5 piidanim NaOH (10). Potom se doplni vodou (6) do objemu
1000 ml. Piefiltruje se pies filtra¢ni papir vysoké hustoty. Roztok se skladuje pfi laboratorni
teploté.
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5.2.2 Priprava 2M Tris

Navazi se 242 g Trizma base (12) a rozpusti se v 650 ml vody (6). Piida se 57,1 ml ledové
kyseliny octové (13) a 100 ml pfedem piipraveného 0,5M zasobniho roztoku EDTA
(viz 5.2.1). Doplni se vodou (6) do celkového objemu 1000 ml. Neautoklavuje se. Uchovava
se Vv tésn¢ uzaviené lahvi pfi laboratorni teplote.

5.2.3 Priprava pracovniho roztoku 1 x TAE pro elektroforézu
Odmérnym valeckem se odméii 20 ml zasobniho roztoku 50 x TAE (viz. 5.2.2), nalije se
do 1000ml odmérného valce a doplni se vodou (6) do objemu 1000 ml.

5.3 Priprava agar6zového gelu

Pouziva se 1% gel pro stanoveni kvality vyizolované DNA - 0,8 g agarozy (7) a 80 ml 1
TAE pufru (viz 5.2.3) a 1,5% gel pro hodnoceni amplifika¢nich fragmentd - 1,2 g agarozy (7)
a 80 ml 1 x TAE pufru (viz 5.2.3). Do Erlenmeyerovy banky se navazi dané mnozstvi
praskové agardzy (7) s presnosti na0,1 g a ptida se 80 ml pracovniho 1 x TAE pufru
(viz 5.2.3). Vaii se pii (150 — 200) °C na elektromagnetickém michadle asi (15 — 20) min,
az se roztok uplné vyceti a vzduchové bubliny vymizi i po krouzivém zamichani. Zatim
se pfipravi nalévaci vana a vhodny hiebinek a vyrovna se vodovéhou. "Zuby" hiebinku
vytvoii v tuhnoucim gelu jamky konstantni velikosti.

Po mirném zchladnuti se pfida 10 pl pracovniho roztoku ethidiumbromidu (14), ktery slouzi
jako interkalaéni barvivo ke zviditelnéni DNA v gelu, a micha se 1 min. Poté se vyjme
michadélko a rozvafend agardza se nalije do vany s hiebinkem. Nechd se pfiblizné¢ 15 min
zchladnout pii laboratoini teploté. Poté se pro dokonalé ztuhnuti umistni gel na 30 min
do lednice. Asi po (20 — 30) min, v zavislosti na teploté prostiedi, lze opatrné vyjmout
hiebinek a ptenést gel z nalévaci vany do elektroforetické vany s pracovnim roztokem TAE
pufru (viz 5.2.3). Tuhnuti Ize urychlit pfenesenim vany s ¢asteéné ztuhlym, pienosu
schopnym gelem, do chladnicky.

5.4 Homogenizace rostlinného materialu

Pro diagnostiku fytoplazmovych onemocnéni se pouziva Cerstvy rostlinny materidl. Jako
vzorek se pouzivaji cévni svazky listii (sttedové zilky) a lyko z vétvi. Vzhledem k citlivosti
patogenu na vyssi teplotu se pracuje v klimatizované mistnosti pii (16 — 18) °C. Vzorky,
spotfebni material (zkumavky, Petriho misky) a pufr se pfed pouzitim uchovavaji
Vv chladnicce.

Postup homogenizace

Do Petriho misky se nastiihaji sttedové Zilky listi a nasSkrabe lyko (cca 2 g). Pielije se 5 ml
vychlazeného pufru (viz 5.1). Material se potom vlozi do homogenizatoru roller. Béhem
homogenizace se prelije dalSimi cca 15 ml pufru (viz 5.1) a ten se sbira do vychlazené 50ml
zkumavky. Inkubuje se 10 min na ledu nebo v lednici. Pak se vzorek centrifuguje 4 min
v piedem vychlazené centrifuze pti 1000 g pii 4 °C. Supernatant se slije do nové vychlazené
50ml zkumavky. Centrifugaci se odstranil hruby balast. Dale se centrifuguje 25 min
pii 10000 g pii 4 °C. Supernatant se vylije a ziskany pelet se pouzije pro izolaci DNA.
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5.5 lzolace DNA
5.5.1 Obecné zasady pro izolaci DNA

Béhem celého postupu je naprosto nezbytné peclivé zachazeni se vzorky, aby se zamezilo
kontaminaci jednoho vzorku stopami druhého, napi. mikrokapénkami DNA, které se mohou
uvolnit pfi pipetovani a otvirdni zkumavek, dotekem vi¢ek zkumavek jedné po druhé apod.
Proto je tieba ptizpusobit veskeré operace prevenci kontaminace.

— Vyhnout se nevhodnym pohyblim a doteklim, v§echny operace vykondvat v rukavicich
a rukavice po kazdém kroku nebo kdykoli je tfeba i uvniti kroki vymeénit, nebo alespon
dekontaminovat oplachnutim v dekontaminaénim roztoku (70% etanol nebo roztok
chlornanu sodného) a vodou (6).

— Pouzivat sterilni material.

— Dojde-li k ukapnuti tekutiny, ktera obsahuje nebo by mohla obsahovat DNA, je nutno ji
okamzité¢ vysat buniCitou vatou a potfisnény povrch otfit vatou s dekontamina¢nim
roztokem,70% etanolem nebo roztokem chlornanu sodného. Vata se ptfida k DNA
odpadu.

— Do kazdého béhu izolace DNA, a to vzorki i standardi, je nutno zafadit slepy vzorek
bez rostlinného materialu, ktery dale postoupi PCR-detekci pro ovéfeni Cistoty reagencii
a pfipadné kontaminace vzorkd.

5.5.2 Postup izolace DNA
K izolaci DNA se pouziva komeréni kit DNeasy® Plant Mini Kit (2).

Pfipravi se pracovni plocha: Pracovni nastroje, pomiicky i prostor se dekontaminuji
od molekul DNA otienim povrchii dekontamina¢nim roztokem, 70% etanolem (8) a UV
zétfenim po dobu 30 min. Ke koncentratim pufri AWI1 (2.3) a AW2 (2.4) se ptida etanol (9)
VvV mnozstvi uvedeném na lahvicce pufru. Po zifedéni se na lahvi¢ku vyznaci pfidani etanolu
(9).

Bunécna lyze

Do 50ml zkumavky s peletem z rostlinného materialu (viz bod 5.4 Homogenizace) se pipetuje
800 pl pufru AP1 (2.1) a fadné se promicha. Poté se pienese Pasteurovou pipetou 2 x 500 ul
této suspenze do dvou Cistych 2ml zkumavek typu eppendorf. Timto se ziskaji z jednoho
homogenizovaného vzorku dva vzorky paralelni, které se vyuziji k detekci fytoplazem.
Do kazdé zkumavky se pfidaji 4 pl RNazy A (2.6). Obsah zkumavek se kratce promicha
na vortexu. Inkubuje se 10 min pfi 65 °C ve vodni lazni. Béhem inkubace se vzorky 2 x az
3 x promichaji. Timto krokem se zisk4 bunécny lyzat.

VysraZeni zbytki

K bunéénému lyzatu se prida 130 pl pufru P3 (2.2), promicha se a inkubuje se 5 min na ledu
(vysrazeni bilkovin, polysacharidi). Centrifuguje se 5 min pii 14000 ot/min a teploté
centrifugy 20 °C. Supernatant se pipetuje do QIAshreddes Mini spin kolonek (fialové) (2.8),
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které jsou umistény ve sbérnych 2ml zkumavkach a centrifuguje se 2 min pii 14000 ot/min
a teploté centrifugy 20 °C.

Vazani DNA

Protekla tekutina se pfenese do nové 2ml zkumavky a piida se 750 ul pufru AW1 (2.3).
Promicha se opakovanym pipetovanim. Napipetuje se 650 pl vzniklé smési do kolonek
DNeasy Mini spin (bil¢), (2.7) umisténych ve sb&mych zkumavkach. Centrifuguje
se pii 8000 ot/min a teploté centrifugy 20 °C. Protekla tekutina se vylije.

Zopakuje se ptredchozi krok se zbytkem smési.

Promyvani DNA

DNeasy Mini spin kolonky se piemisti do novych sbérnych zkumavek a ptida se 500 pl pufru
AW?2 (2.4). Centrifuguje se 1 min pii 8000 ot/min a teploté centrifugy 20 °C. Protekla
tekutina se vylije. Znovu se ptida 500 ul pufru AW2 (2.4) a centrifuguje se 2 min pii 14000
ot/min a teploté centrifugy 20 °C.

Eluce DNA

Kolonky DNeasy Mini spin se pfemisti do novych zkumavek a pfesné¢ na membranu
se napipetuje 100 pl pufru AE (2.5). Inkubuje se 5 min pfi laboratorni teploté a poté
se centrifuguje 1 min pifi 8000 ot/min a teploté centrifugy 20 °C. V proteklé tekuting
se nachazi vyizolovand DNA.

5.6 Meéreni koncentrace a kvality vyizolované DNA

Dilezitym krokem po vyizolovani DNA je orientac¢ni spektrofotometrické stanoveni jeji
koncentrace, ptipadné dalSich piimési a zjiSténi jeji kvality — celistvosti pomoci gelové
elektroforézy na 1% agar6zovém gelu.

Spektrofotometrické méteni koncentrace a poméry Cistoty vyextrahovaného vzorku

Meéteni pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm umoZni stanoveni koncentrace
ziskané DNA 1 hodnoceni Ccistoty vzorku. Koncentrace nukleovych kyselin se pocita
na zaklad¢ absorbance vzorku pti 260 nm. Predpokladem pro jeji spravné urceni je Cistota
vzorku. Stupen cistoty nukleovych kyselin se stanovuje zZ poméru absorbanci naméfenych
pti 260 nm a 280 nm a 260 nm a 230 nm. Nukleové kyseliny absorbuji UV zafeni s maximem
absorbance v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.

260/280

Pti poméru hodnot A260/280 ~ 1,8 se povazuje vzorek vyextrahované DNA za ¢isty. Hodnoty
poméru absorbanci 260/280 se nejcastéji pohybuji v rozmezi (1,7 — 2,0). Nizké hodnoty
tohoto pomé&ru vétsinou indikuji, Ze je vzorek kontaminovany proteiny nebo reagenciemi, jako
je napi. fenol, nebo Ze vzorek obsahuje nizkou koncentraci DNA (< 10 ng/ul). Vysoké
hodnoty problém neindikuji, protoze vyextrahovanda DNA miize krom dvouvladknové DNA
obsahovat DNA jednovlaknovou, volné nukleotidy a RNA. Jedna se o latky, které¢ absorbuji
pii 260 nm.
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Hodnoty 260/230 pro cisté nukleové kyseliny byvaji vétSinou vyssi nez hodnoty 280/260, a to
vrozmezi (2,0 — 2,2). Hodnoty odliSujici se od tohoto rozmezi indikuji bud’ problém
se vzorkem, nebo s extrakénim postupem, proto je dulezité brat v ivahu jak hodnoty nizsi nez
2,0, tak i hodnoty nad 2,2. Nizké hodnoty uvedeného poméru mohou byt zplsobeny
ptitomnosti sacharidii, zbytkového fenolu z izolace DNA a zbytki guadininu, ktery je soucasti
izola¢nich kolonek. Vysoké hodnoty tohoto poméru mohou byt zptisobeny Spatnym postupem
mefeni koncentrace a kvality.

Vlastni méieni

Koncentrace DNA se méfi proti slepému vzorku, kterym je roztok, v némz je rozpusténa.
Ve vétsing piipadi se tedy jednd o eluéni pufr pouzitého izolacniho kitu. Pouziji se 2 pl
vzorku. Kazdy vzorek se méti dvakrat. Z naméfenych hodnot se vypocita pramér.
Pro naslednou PCR zpravidla vyhovuje koncentrace (10 — 20) ng/ul templatové DNA. Pokud
je jeji koncentrace vyssi, je tieba ji na tuto hodnotu natedit vodou vhodnou pro PCR (5) podle
nize uvedeného vztahu. SniZzenim koncentrace DNA se snizi i koncentrace pfipadnych
inhibitort reakce, které mohou byt ve vzorku pfitomny.

d=xxy)/z v=x-d

poZadované mnoZzstvi nafredéné DNA (ul),

pozadovana koncentrace DNA (ng),

zmétena koncentrace DNA (ng/ ul),

mnozstvi nami vyextrahovaného vzroku potfebného pro piipravu X pl roztoku
0 koncentraci DNA z (ul),

mnozstvi PCR vody potfebné pro fedéni vyextrahované DNA na poZadovanou
koncentraci.

o N X

5.7 Polymerazova retézova reakce
Priprava reakéni smési

Pracuje se na ledu a sterilné podle stejnych zasad tak, jak se uvadi v Postupu, bod 5.5.1.
Ptipravi se PCR box: pracovni nastroje, pomucky 1 prostor se dekontaminuji od molekul DNA
otfenim povrchit dekontamina¢nim roztokem, 70% etanolem (8) a UV zafenim po dobu
30 min.

Stanovi se pocet reakei (pocet vzorkd plus pfislusné kontroly — beztemplatova, negativni
a pozitivni). Podle tabulky 1 se vypocitaji celkové objemy vSech soucasti reakce. Vysledny
objem celkové reakéni smési je 27,6 pl (véetné templatové DNA).

Celkova reakéni smés se sterilné smicha v potadi: voda vhodna pro PCR (5), premix Loewe
(3.1), pufr (4.2), MgCl, (4.3) a polymeraza (4.1). Tato smés bez templatu se rozpipetuje
po mnozstvich stanovenych v tabulce 1 do pfichystanych amplifikacnich zkumavek.
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Nakonec se do kazdé zkumavky piida 2,5 pl templatové DNA (viz 5.6.2).
Pro beztemplatovou kontrolu se misto templatové DNA ptida tentyZ objem vody vhodné
pro PCR (5). Pipetuje se Vv nasledujicim potadi: 1. beztemplatova kontrola, 2. negativni
kontrola (3.3), 3. vzorky a 4. pozitivni kontrola (3.4).

Amplifikacni zkumavky s dobie utésnénym vickem se vlozi do jamek v bloku termocykleru
a spusti se prislusny program, ktery uvadi vyrobce kitu (tabulka 2).

Tabulka 1. Priprava PCR.

Slozka 1 reakce (nl)
Voda (5) 16
Premix Universal 5
Polymerase Buffer 2,5
MgCl, 1,5
Tag Polymerase 0,1
Templat 2,5
Reak¢éni smés véetné templatu 27,6
Poznamky
2 Pozitivni a negativni kontrola se pridava v mnozstvi 1 ul. Zbyvajici mnoZstvi

do celkového objemu 27,6 ul (tj. 1,5 ul) se doplni vodou vhodnou pro PCR (5).

5.8 Elektroforéza amplifika¢nich fragmentii v agarézovém gelu
Nanaseni vzorku

Objem vzorku nanaSené¢ho do jamky zavisi na typu hiebinku. Promysli se rozvrZeni vzorkl
a marker. Vzorky pfed nanesenim do jamek se barvi roztokem 6 x Loading Dye Solution
(18). Po naneseni vzorkt amplifikatd a markert (16, 17) se spusti chod elektroforézy ((80 -
100) V, (60 — 75) min).

Vyhodnoceni

Po dostate¢cném rozdéleni fragmentii se vyjme gel z 1azn€ a prosviti se na transiluminatoru.
Provede se fotodokumentace. Snimky se popisi a vyhodnoti.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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6 Hodnoceni testu

Pozitivni kontrola PCR: vykazuje jasné rozeznatelny pruh v gelu v misté, kde se mé hledany
pruh (v porovnani s markerem) vyskytovat.

Negativni kontrola PCR: nevykazuje pruh v misté, kde se ma hledany pruh (v porovnani
s markerem) vyskytovat.

Beztemplatova kontrola PCR: nevykazuje zadny pruh (kromé& pruhu ¢i skvrny odpovidajici
svou polohou primertim, primer-dimeriim apod. v oblasti od 20 bp do 100 bp).

Nespliiuje-li dany béh amplifikace tyto podminky, je nutno jej opakovat s fungujicimi
kontrolami.

Spliluje-1i dany béh amplifikace tyto podminky, Ize fici, Ze:

Vzorky negativni pro dany amplikon jsou vzorky, v jejichz stopach se nevyskytuji pruhy
V mistech, kde, ve srovnani s markerem a pozitivni kontrolou, ma lezet hledany pruh.

Vzorky pozitivni pro dany amplikon jsou vzorky, v jejichz stopach se vyskytuji pruhy
v mistech, kde, ve srovnani s markerem a pozitivni kontrolou, ma lezet hledany pruh.

Je-li nalez nejednoznacény, zkouska se opakuje.
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