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ABSTRACT

"Candidatus Phytoplasma spp.” of 16SrX group cause serious diseases of fruit trees. Present work
describes a novel method for the 16SrX phytoplasma detection that utilizes RNA instead of DNA as a
source material in real-time PCR settings. The analysis was carried out in 20 fruit tree samples that had
been previously tested positive either for "Candidatus Phytoplasma mali’, ‘Candidatus Phytoplasma
pyri” or ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’. Our results showed that the use of RNA as a source
material could lead to an average 3.3fold and 4.2fold increase in the detection sensitivity for 'Ca. P.
mali” and "Ca. P. pyri’, respectively, and to more than 18fold increase in case of "Ca. P. prunorum .
A higher detection sensitivity then translates into a higher possibility of a pathogen detection in
a plant material even when it is present in a very low concentration, lowering thus the probability of
false negative results.
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"Candidatus Phytoplasma spp.” skupiny 16SrX zpusobuji zdvazna onemocnéni ovocnych dfevin. Tato
prace popisuje vylepsenou metodu detekce fytoplazmy ze skupiny 16SrX zaloZenou na pouziti RNA
namisto DNA jako zdrojového materialu v real-time PCR usporadani. Analyza byla provedena u 20
vzorkd ovocnych stromi, u kterych byla v predchozich diagnostickych testech prokazana pozitivita
na fytoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma mali’, 'Candidatus Phytoplasma pyri’ a "Candidatus
Phytoplasma prunorum’. Ukézalo se, Ze vyuziti RNA jako vstupniho materidlu vede v primeéru az
k 3,3x a4,2x vyssi citlivosti detekce u “Ca. P. mali” a "Ca. P. pyri” ak vice jak 18x vyssi citlivosti detekce
v piipadé "Ca. P. prunorum’. Vys$si citlivost detekce zvy$uje pravdépodobnost zachytu patogenu
v rostlinném materialu jiz pfi velmi nizkych koncentracich a snizuje se tak pravdépodobnost falesné
negativnich vysledku.

Kli¢ovaslova: ovocné dieviny, diagnostika fytopatogent, 16S rDNA, real-time PCR, 16SrX fytoplazma
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Fytoplazmy jsou bakterie zafazené do tfidy
Mollicutes, pro niz je typickd nepritomnost
bunééné stény. Obvykle se jedna o organizmy
o pruméru mens$im nez 1 um. 'Candidatus
Phytoplasma’ je obligatnim parazitem Zijicim ve
vodivém pletivu fady rostlinnych druht. Prenos
fytoplazem se uskute¢iiuje pomocibodavé savého
hmyzu z fddu Heteroptera, a to mer (Psyllidae)
a ktist (Auchenorrhyncha). Bodavé savy hmyz
je nejen vektorem, ale zdroven i alternativnim
hostitelem fytoplazem. Fytoplazmy se rozsituji
také vegetativné, a to pomoci roubll a ocek
(Navratil et al. 2008).

Ovocné stromy celedi Rosaceae mohou byt
infikovany fytoplazmami zpusobujicimi
vyznamné ekonomické ztrity v produkci ovoce.
Klasifikace fytoplazem je zalozena na zakladé
analyzy 16S rDNA sekvence. Momentalné
zahrnuje vice nez 30 skupin. Skupina 16SrX
zahrnuje ‘Ca. Phytoplasma mali’, ktera
zplisobuje onemocnéni proliferace jabloné
(apple proliferation, AP), 'Ca. Phytoplasma
prunorum’, ktera je spojena s evropskou
zloutenkou peckovin (European stone fruit
yellows, ESFY) a "Ca. Phytoplasma pyri’, ktera
je asociovana s chfadnutim hrusné (pear decline,
PD) (Seemiiller and Schneider 2004, Marcone
et al. 2010, OEPP/EPPO 2019).

‘Ca. P. mali” a "Ca. P. pyri’ jsou uvedeny
v seznamu karanténnich $kodlivych organismu
(EPPO A2 list), které European and
Mediterranean Plant Protection Organization
(EPPO) doporucuje svym clenskym zemim
regulovat (OEPP/EPPO, 2019). Protoze se
fytoplazmy prenasi i pti vegetativnim mnozeni
rostlin, je vyhlagkou ¢. 95/2018 Sb. natizeno
testovani rozmnozovaciho materidlu ovocnych
rodit a druhtt v Ceské republice. Zavaznost
onemocnéni zavisi na radé faktorti biotickych
a abiotickych, véetné druhu, odrtidy, podnozi
a véku stromd. Distribuce bunék fytoplazmy
ve floému ovocnych dfevin je nerovnomérnd
a béhem roku neni konstantni. V zimé klesa
obsah patogenu v nadzemni casti stromu
v dusledku degenerace sitkovice a fytoplazmy
se vice koncentruji v kofenech (Schaper and
Seemtiller 1982, Seemiiller et al. 1984).

V soucasnosti jsou k dispozici k detekci
fytoplazem metodylisicise citlivostiaspecificitou,
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a samozfejmé i finanénimi, technickymi,
kapacitnimi a personalni pozadavky.

Detekce fytoplazem mikrobiologickou metodou
s pouzitim fluorescenéntho  mikroskopu
a barviva 4,6-diamino-2-fenylindolem (DAPI),
které se specificky vaze na DNA, umoziluje
rychlé testovani v malém méfitku. V rutinni
diagnostice se vSak nevyuziva, protoze vyzaduje
mikroskopické vybaveni a zkuSenost pfi
vyhodnocovani. Stejné tak se nevyuziva metoda
testovani pomoci dfevinnych indikdtord pro
svou ¢asovou narocnost.

Pro rutinni testovani 'Ca. P. mali’ ve velkém
méfitku lze vyuzit sérologickou metodu
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA), kterda je relativné jednoducha
a primérené levna. Monoklonalni protilatky byly
vyvinuty proti italskému kmeni zpusobujicimu
proliferaci jabloné. Vét§ina izolatd “Ca. P. mali’
pochazejicich z nékolika mist v Italii a Némecku
byla detekovana pomoci této metody, nicméné
se ukazalo, ze nékteré izolaty témito protilatkami
nebyly rozpoznany (Loi et al. 2002, Brzin et al.
2003, Bioreba). Navic v souc¢asné dobé neexistuji
protilatky pouzitelné pro detekce ostatnich dvou
fytoplazem - “Ca. P. pyri” a "Ca. P. prunorum".
Diagnostika fytoplazem je nyni rutinné
provadéna laboratornimi technikami na bazi
nukleovych kyselin a polymerdzové fetézové
reakce (PCR), kterd byla rozvinuta do rady
variant, jez specificky reaguji na potreby
vyzkumu a diagnostiky. Zakladni variantou je
konven¢ni PCR s univerzalni detekei fytoplazmy
s naslednou analyzou RFLP (restriction fragment
length polymorphism - polymorfismus délky
restrikénich fragmentt) pro identifikaci druhu
skupiny 165rX (Lorenz et al. 1995, OEPP/EPPO
2017). Tzv. nested PCR s naslednou analyzou
RFLP je specifickd pro 16SrX skupinu fytoplazem
a vyuziva 2 sety primerd. Prvni PCR reakce
potvrzuje pritomnost fytoplazmy. Nasledna
PCR reakce je specificka pro skupinu 16SrX, kde
je vyuzit jako vstupni templat nafedény PCR
produkt z prvni reakce. Nested PCR umoziiuje
detekovat a identifikovat patogen s vys$si citlivosti
a specificitou nez klasicka jednokrokova PCR
(Deng and Hiruki 1991, Lorenz et al. 1995,
OEEP/EPPO 2017). Revolu¢nim krokem pro
detekei fytoplazem bylo zavedeni kvantitativni
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PCR (qPCR) neboli PCR v realném case (real-
time PCR). V porovnani s nested PCR se snizilo
riziko kontaminace, jelikoz odpadd potieba
dvoukolové PCR (Olmos et al. 1999), a zvysila
se rychlost i citlivost detekce. Zasadni vyhodou
real-time PCR je moZnost kvantifikace cilového
useku DNA ve vzorku. Vyvinuté real-time
PCR metody jsou k dispozici pro univerzalni
detekci fytoplazem (Christensen et al. 2004,
Hodgetts et al. 2009) i pro specifickou detekci
a identifikaci fytoplazem ze skupiny 16SrX
(Nikolic et al. 2010). V pripadé real-time PCR je
vSak potteba pocitat s podstatné vys$si potizovaci
cenou pristrojového vybaveni a vy$$imi
naklady na analyzu vzorku. Pro spolehlivou
identifikaci mikroorganizm se velmi casto
vyuziva stanoveni nukleotidové sekvence jejich
genu kddujictho 16S rRNA malé ribosomalni
podjednotky. Obsahuje oblasti, které jsou mezi
vSemi mikroorganismy velmi konzervované,
stejné tak jako oblasti, které jsou variabilni
a charakteristické pro kazdy bakteridlni druh.
Tato sekvence je v burice univerzalné pritomna
a je dostate¢né konzervovana. Silnd a stabilni
exprese 16S rDNA genu a tvorba stabilniho
transkriptu vybizi vyuzit RNA jako zdrojovy
material k identifikaci patogenu. Vyhoda pouziti
rDNA genu spociva i v tom, Ze primery bézné
pouzivané pro PCR detekci na trovni DNA jsou
pouzitelné i pro detekci na tirovni RNA (cDNA),
takze odpada nutnost optimalizace a je mozné
pfimo porovnat citlivost detekce pii pouziti
obou typti nukleovych kyselin.

Cilem studie bylo tedy ovéftit, zda lze vyuzit
RNA coby zdrojového materidlu k detekci
fytoplazem skupiny 16SrX pomoci real-time
PCR, coz by umoznilo komplexni diagnostiku
patogenti ovocnych drevin véetné virti pouze z
jednoho vstupniho materialu. Takto vylepsena
metoda by zrychlila a zlevnila diagnostiku
patogentl ovocnych stromtl, napf. pfi testovani
certifikovaného rozmnozovaciho materialu nebo
pfi ovérovani rostlinného materialu dovazeného
ze zahranici.

MATERIAL A METODY

Pro porovnani citlivosti detekce patogenu ’Ca.
Phytoplasma spp.” skupiny 16SrX bylo vybrano
na zakladé pozitivity u jiz dtive testovanych
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vzorkli 10 vzorkd jadrovin (4 jabloné pro
testovani "Ca. P. mali’, 6 hrusni pro testovani
"Ca. P. pyri”) a 10 vzorkd peckovin pro testovani
‘Ca. P. prunorum” (1 slivon, 9 merunék). Pro
analyzu byly vybrany vzorky, které v pfedchozich
testech byly velmi slabé az silné pozitivni,
aby se pokryla celd detekéni $kala. DNA/
RNA byla izolovana z identického materidlu
z lyka vyhontt homogenizovaného v tekutém
dusiku. Izolace nukleovych kyselin se provadéla
pomoci komer¢né dostupnych izola¢nich kitd
na bdzi kolonek dle navodu vyrobce (firma
GeneAll). Izolace RNA se provadéla pomoci
kitu RibospinTM Plant s navazkou lyka 50 mg
a eluci do 50 ul RNase-free vody, izolace DNA
se provadéla pomoci kitu Exgene Plant SV mini
snavazkou lyka 100 mga elucido 100 ul AE pufru.
Pro orienta¢ni ovérfeni kvality izolace nukleovych
kyselin se pouzilo spektrofotometrické stanoveni
Cistoty a koncentrace RNA a DNA v eludtu
(NanoDrop Lite, Thermo Scientific). Z izolované
RNA byla ptipravena ¢cDNA pomoci M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific) a nahodnych hexamert dle navodu
vyrobce a nasledné se pouzila jako templat pro
PCR analyzu. Pripravené cDNA a DNA byly
testovany na pritomnost fytoplazmy ze skupiny
16SrX pomoci real-time PCR dle akreditované
metody zavedené na pracovisti, kdy se vyuziva
specifickych oblasti v genu pro ribozomalni RNA.
Interni kontrola kvality izolace DNA a RNA byla
ovéfena detekei pritomnosti chloroplastové 16S
rDNA a prfislusného transkriptu téZ v realtime
PCR uspofddéni. Pro vlastni real-time PCR
detekci se pouzily nasledujici reagencie: gPCR 2x
Blue Master Mix (Top-Bio) dle navodu vyrobce,
navrzené specifické primery a sondy pro
chloroplastovou DNA (resp. specifické pouze pro
fytoplazmy skupiny 16SrX), 2 pl cerstvé cDNA
nebo DNA bez upravy koncentraci. Detekce se
provadéla pomoci termocykleru RotorGene
Q (Qiagen). Pocate¢ni denaturace probihala po
dobu 5 minut pfi teploté 94 °C.

Nésledovala tfikrokova amplifikace s 50 cyKkly,
a to denaturace pifi 94 °C po dobu 20 sekund,
hybridizace primer pfi teploté 58 °C po dobu 20
sekund, syntéza komplementarnich vldken DNA
pii teploté 72 °C v délce trvani 20 sekund. Pro
vyhodnoceni PCR béhu bylo upraveno nastaveni
parametru Threshold na hodnotu 0,03.
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VYSLEDKY A DISKUZE

Celkem bylo analyzovano 20 ovocnych dfevin,
u kterych byla primarné detekovana fytoplazma
skupiny 16SrX v rozmezi velmi slabé pozitivni
az silné pozitivni. Tyto jiz dfive testované vzorky
vyhont ovocnych stromt zahrnovaly 4 jabloné
pozitivni na "Ca. P. mali’, 6 hrusni pozitivnich
na ‘Ca. P. pyri” a 10 peckovin (1 slivon,
9 merunék) pozitivnich na "Ca. P. prunorum’.
Hlavnim cilem prace bylo ovéfeni moznosti
detekce fytoplazem skupiny 16SrX v real-time
usporadani s vyuzitim RNA jako zdrojového
materidlu.

Prvnim krokem bylo otestovani vhodnosti
pouziti RNA pro zamyslené testy, nebot pfi
pouziti RNA coby zdrojového materialu dochazi
v pribéhu postupu (ptiprava cDNA, PCR)
k fedéni ptvodniho izolatu RNA. Zatimco
pfi standardnim postupu s vyuzitim DNA
se v PCR reakci analyzuje ekvivalent 2 mg
puvodni rostlinné navazky, v pfipadé RNA
se jedna v praméru pouze o 0,35 mg, tedy
5,7x méné vstupniho materidlu, coz odpovida
rozdilu hodnot Ct o cca 2,5. Prvni otdzka tedy
znéla, zda exprese genu, ktery bude pouzit
pro detekci, je dostatecné vysokd, aby se jesté
nesnizila citlivost metody. Pro tyto tucely byl
vyuzit chloroplastovy gen 16S rDNA, ktery
je v rostlinach silné exprimovan a je soucasti
chloroplastovych ribozomii. Tento gen se bézné
pouziva jako ukazatel kvality izolované DNA,
nebot pfi standardnim postupu a standardni
navazce jsou hodnoty Ct v uzkém rozmezi pro
vSechny vzorky. Vyhodou je, Ze lze tento gen
analyzovat i na urovni RNA (cDNA) se stejnymi
primery a za stejnych PCR podminek jako
v ptipadé DNA, coz umoziuje pfimé porovnani
hodnot Ct. Z Grafu 1 je patrné, ze u vSech skupin
ovocnych stromt jsou hodnoty Ct jak pro DNA
tak RNA v uzkém rozmezi (varia¢ni koeficient
pro vSechna méfeni je < 0,067) a u vSech skupin
doslo v ptipadé pouziti RNA ke sniZzeni hodnot
Ct, coz indikuje zlep$eni citlivosti. Z tabulky
1 je patrné, ze k nejlepsimu zlepseni doslo
u hrusni (skupina PD), a to cca 8,6x, nejméné
pak u jabloni (skupina AP) cca 2,5x. V priméru
za vSechny vzorky se jednalo o zlepSeni 6,1x.
Tyto vysledky tedy naznacovaly, Ze RNA jako
vstupni material je pouzitelnd pro PCR detekci
a navic dochdzi i ke zlep$eni citlivosti, minimalné
na urovni referen¢niho genu.
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V druhém kroku bylo tedy pristoupeno
k detekei jednotlivych fytoplazem v rostlinném
materidlu z DNA nebo RNA coby vstupniho
materialu a ke vzajemnému porovnani citlivosti.
I v tomto piipadé byl pouzit gen pro 16S rDNA.
Na grafech 2 az 4 jsou demonstrovany hodnoty
Ct jak pro DNA tak RNA coby vstupniho
materidlu pro jednotlivé vzorky, které byly jiz
v predchozich testech pozitivné testovany na
pritomnost "Ca. P. mali’, "Ca. P. pyri” nebo ’"Ca.
P. prunorum’. Do testu byly zatazeny vzorky
silné az velmi slabé pozitivni, aby se prokazal
vliv pouziti RNA v celé detekéni $kédle. Z graft
je patrné, ze u vSech vzorki bez ohledu na druh
fytoplazmy nebo miru pozitivity doslo ke snizeni
hodnot Ct, a tedy ke zvyseni citlivosti detekce.
Navic u ¢tyf nejméné pozitivnich vzorka nebyla
fytoplazma na DNA urovni zachycena vibec
(falesna negativita), ale v pripadé pouziti RNA
byla pritomnost fytoplazmy ve vSech vzorcich
potvrzena (Graf 2, "Ca. P. mali’; Graf 4, "Ca.
P. prunorum’). Z tabulky 2 je potom patrné, ze
k nejvétsimu zvySeni citlivosti detekce pfi
pouziti RNA coby zdrojového materidlu doslo
u "Ca. P. prunorum’, a to vice jak 18x oproti
pouziti DNA; pro "Ca. P. mali” a "Ca. P. pyri” to
bylo méné - 3,3x, respektive 4,2x. V primeéru za
vSechny vzorky se jednalo o vice jak 10tinasobné
zlep$eni citlivosti detekce (10,1x).

Zavérem lze tedy tici, ze pouziti RNA coby
vstupniho materidlu je pro detekei fytoplazem
skupiny 16SrX vyhodnéjsi oproti DNA, protoze
dochazi k vyznamnému zlepseni citlivosti detekce
a snizeni pravdépodobnosti fale$né negativnich
vysledk. Druhym pozitivem je pak moznost
pouzit jeden typ nukleové kyseliny - RNA -
jak pro diagnostiku fytoplazem, tak i celého
spektra RNA virt. Navic lze predpokladat, ze
transkript genu 16S rDNA by bylo mozné vyuzit
pro citlivéjsi detekei i dal$ich organizmd, napt.
hub nebo bakterii. Na druhou stranu je ptiprava
RNA a cDNA pracnéjsi, draz$i a trva déle,
takze vyuziti RNA coby zdrojového materidlu
pro analyzu bude spiSe vyuzivino v ptipadech
pozadavkil na komplexnéjsi diagnostiku, napt.
pii certifikaci rozmnozovaciho materidlu nebo
analyzach  zdravotnitho stavu dovazeného
rostlinného materialu, nebo vsude tam, kde jsou
vysoké pozadavky na citlivost detek¢nich metod.
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PODEKOVANI
Prace je soulasti $irstho vyzkumu fytoplazem ovocnych dfevin podpoteného MSMT v rdmci
programu NPU I ¢. LO1608.
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TABULKY A GRAFY

Graf 1. Hodnoty Ct pro chloroplastovou DNA/RNA u jednotlivych skupin ovocnych stromu. Skupina
AP predstavuje jabloné infikované ‘Ca. P. mali’, skupina PD zahrnuje hru$né infikované ‘Ca. P. pyri’
a skupina ESFY zahrnuje meruniky a slivon infikované “Ca. P. prunorum’

Figure 1. Ct values for chloroplast DNA/RNA in fruit tree samples. Group AP contains apple trees

infected with “Ca. P. mali’, group PD contains pear trees infected with ‘Ca. P. pyri’, and group ESFY
contains apricot and plum trees infected with “Ca. P. prunorum’
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Tabulka 1. Srovnani citlivosti detekce chloroplastové DNA/RNA u jednotlivych skupin ovocnych
stromu. Primérnd zména Ct (ACt) je dana jako pramér rozdila Ct hodnot pro RNA a Ct hodnot
pro DNA. Pramérné zvyseni citlivosti u pouziti RNA je spoéitdno jako primér hodnot 2~ 4. Pro
zjednoduseni je kalkulovano se 100% ucinnosti PCR reakce. Skupina AP predstavuje jabloné
infikované ‘Ca. P. mali’, skupina PD zahrnuje hrusné infikované "Ca. P. pyri’ a skupina ESFY
zahrnuje merunky a slivon infikované “Ca. P. prunorum’.

Table 1. Comparison of the detection sensitivity for chloroplast DNA/RNA in fruit tree samples. An
average Ct difference (ACt) is calculated as a mean of Ct value differences between RNA and DNA. An
average increase in sensitivity in RNA assays is calculated as a mean of 2- ACt values. For simplicity,
the efficiency of PCR reaction is regarded as 100%. Group AP contains apple trees infected with "Ca. P.
mali’, group PD contains pear trees infected with 'Ca. P. pyri’, and group ESFY contains apricot and
plum trees infected with “Ca. P. prunorum’.

Skupina AP Skupina PDV Skupina ESFYV
Primérnd zména Ct
(RNA) - Ct (DNA)? -1,33 -3,03 -2,40
Smérodatnd odchylka® 0,19 0,42 0,77
Primérné zvyseni
citlivosti RNA vs DNAY = 8,6x 6x

1) Group, 2) An average Ct difference, 3) Standard deviation, 4) An average increase in sensitivity

Graf 2. Hodnoty Ct pro 'Ca. P. mali” v zavislosti na typu pouzité nukleové kyseliny pro detekci (DNA
vs. RNA)

Figure 2. Ct values for ‘Ca. P. mali” in relation to the type of nucleic acid used for the detection (DNA
vs RNA)
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Graf 3. Hodnoty Ct pro ‘Ca. P. pyri’ v zavislosti na typu pouzité nukleové kyseliny pro detekci (DNA
vs. RNA)

Figure 3. Ct values for ‘Ca. P. pyri’ in relation to the type of nucleic acid used for the detection (DNA
vs RNA)

Ca. Phytoplasma pyri

H DNA mRNA

40
37
34
31
28

25
22
19
16
13
10
5 6 7 8 9 10

&islo vzorku V)

Ct

1) Sample ID

Graf 4. Hodnoty Ct pro "Ca. P. prunorum’ v zavislosti na typu pouzité nukleové kyseliny pro detekci
(DNA vs. RNA)

Figure 4. Ct values for ‘Ca. P. prunorum’ in relation to the type of nucleic acid used for the detection
(DNA vs RNA)
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Tabulka 2. Srovnani citlivosti detekce u “Ca. P. mali’, "Ca. P. pyri” a "Ca. P. prunorum’ v zavislosti
na typu pouzité nukleové kyseliny pro detekci (DNA vs. RNA). Pramérna zména Ct (ACt) je dana
jako priimér rozdilti Ct hodnot pro RNA a Ct hodnot pro DNA. Pramérné zvyseni citlivosti u pouziti
RNA je spocitano jako pramér hodnot 272, Pro zjednoduseni je kalkulovano se 100% u¢innosti PCR
reakce.

Table 2. Comparison of the detection sensitivity for ‘Ca. P. mali’, "Ca. P. pyri’, and "Ca. P. prunorum’
in relation to the type of nucleic acid used for the detection (DNA vs RNA). An average Ct difference
(ACt) is calculated as a mean of Ct value differences between RNA and DNA. An average increase in
sensitivity in RNA assays is calculated as a mean of 2~*“ values. For simplicity, the efficiency of PCR
reaction is regarded as 100%.

Ca. Phytoplasma Ca. Phytoplasma Ca. Phytoplasma
mali pyri prunorum
Primérnd zména Ct
(RNA) - Ct (DNA)" -1,64 -1,55 -3,74
Smérodatnd odchylka? 0,43 1,12 1,29
Primérné zvyseni
citlivosti RNA vs DNAY — = R

1) An average Ct difference, 2) Standard deviation, 3) An average increase in sensitivity
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