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Fitoplazme so bakterije brez celicne stene, ki so obligatni paraziti na rastlinah in
zuzelkah. Fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (skupina AP) povzrocajo
bolezni na sadnem drevju. Fitoplazme metlicavosti jablan (AP), fitoplazme umiranja
hrusk (PD) in fitoplazme leptonekroze koscCicarjev (ESFY) so razsirjene po celotni
Sloveniji, na zdrava drevesa se prenasajo s cepljenjem z okuzenim cepilnim
materialom ter z Zuzel¢jimi prenasalci iz druzine bolsic (Psyllidae) in Skrzatkov
(Cicadellidae). Ker je v primeru epidemije poleg eliminacije okuzenih dreves
potrebno poznati tudi vir okuzbe, je nujno poznavanje povezave med geografsko
lego, sorto in specificnim genotipom fitoplazem, saj le tako lahko dolo¢imo vir
okuzbe. Namen nase diplomske naloge je bil razsiriti poznavanje raznolikosti
genomskega odseka 16S/23S rRNA med slovenskimi izolati fitoplazme PD, ter
poiskati neribosomske genomske odseke, ki bi nam v prihodnje omogocili boljse
razlikovanje med sorodnimi fitoplazmami iz skupine AP. S pomocjo protokolov JP-
A in JP-B ter na novo izdelanega para oligonukleotidnih zacetnikov PD1-f/r, smo z
ugnezdeno reakcijo PCR pomnozili 1630 bp dolg genomski odsek 16S/23S rRNA,
ki pripada razli¢nim slovenskim izolatom fitoplazme PD. O¢is¢enim produktom
PCR smo nato dolo¢ili nukleotidna zaporedja ter jih primerjali med seboj. Dobili
smo tri razline tipe zaporedij, ki smo jih oznacili z A, B in C. Tip A pripada 20
fitoplazmam, tipa B in C pa le eni oz. dvema fitoplazmama. Le trije razlicni genotipi
nakazujejo majhno genetsko raznolikost ter slabo uporabnost genomskega odseka
16S/23S rRNA za nadaljnje raziskave raznolikosti fitoplazem sadnega drevja v
Sloveniji. Neribosomski genomski odseki imp, secY in aceF, ki smo jih analizirali z
vzporejanjem v soseske v programu Contig Express, so veliko bolj raznoliki ter
posledi¢no uporabnejsi za nadaljno genotipizacijo fitoplazem iz skupine AP.
Genomski odsek pnp se je izkazal za bolj podobnega od ostalih neribosomskih
genomskih odsekov, tako da ga priporo¢amo le za uporabo v metodi MLSA.
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Phytoplasmas are bacteria without cell walls that are obligate parasites in plants and
insects. Phytoplasmas from the Apple proliferation group (AP group) cause severe
diseases on fruit trees. Apple proliferation phytoplasma (AP), Pear decline
phytoplasma (PD) and European stone fruit yellows phytoplasma (ESFY) are
widespread in Slovenia. They are transmitted from the infected to healthy trees by
grafting with infected propagating material or by insect vectors from the family
psyllids (Psyllidae) or leathoppers (Cicadellidae). In case of epidemic, we must root
out all the infected trees, but also analyze the connection between the genotype,
region and the cultivar in order to prevent further spreading of disease from its
primary source. The goal of our research was to enlarge our knowledge about the
diversity of 16S/23S rRNA genomic region among Slovenian isolates of PD
phytoplasma, and also to uncover other nonribosomal genomic regions, that are
more diversified and therefore represent better tools for further genotype analyses of
closely related phytoplasmas from the AP group. We multiplied the 1630 bp long
16S/23S rRNA genomic region of PD phytoplasma by a nested PCR, which based
on the protocols JP-A and JP-B with newly designed primer pair PD1-f/r. We
analyzed the nucleotide sequences of the purified PCR products and compare them
with each other. The comparison gave us three different genotypes, sequence type
A, B and C. A sequence type A belongs to 20, type B to one and type C to two PD
phytoplasma isolates in Slovenia. Only three different genotypes indicate low
genetic variability of 16S/23S rRNA genomic region among PD phytoplasmas,
which is why we do not recommend its use in further genotype analyses of the
Slovenian AP group phytoplasmas. In contrast to 16S/23S rRNA, analyses of the
nucleotide sequences in a Contig Express showed that nonribosomal genomic
regions imp, secY and aceF are far more diverse and therefore we consider them as
more useful for genotyping analyses of phytoplasmas from the AP group. A
genomic region pnp is less diverse than other analyzed nonribosomal genomic
regions, thus we recommend its usage for genotyping analyses only as a part of the
MLSA method.
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KAZALO PRILOG

Priloga A: Seznam vseh vzorcev uporabljenih v nalogi. Vse fitoplazme PD so izolirane iz
hrusk, vse fitoplazme AP so izolirane iz jablan, vse fitoplazme ESFY so izolirane iz

%4

koscicarjev (breskev, marelicica in ¢eSplja).

Priloga B: Seznam vseh nukleotidnih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo jih
uporabili v nalogi.

Priloga C: Seznam vseh aminokislinskih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo jih
uporabili v nalogi.

Priloga D: Poravnava nukleotidnih zaporedij genomskega odseka 16S/23S rRNA pri
fitoplazmi PD.
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SLOVARCEK

Oligonukleotidni zacetnik je krajSe zaporedje nukleotidov, ki se zaradi
komplementarnosti veze na Zeleno mesto na DNA. Uporablja se ga
pri pomnozevanju odseka DNA ter pri dolo¢anju njegovega
nukleotidnega zaporedja.

Reakcija PCR je ang. kratica za verizno reakcijo s polimerazo. Je molekularno
bioloSka metoda s katero lahko pomnozimo dolocen odsek DNA.
Toplotno lo€enima DNA verigama dodamo kratka oligonukleotidna
zacetnika, ki se vezeta na zacetni in kon¢ni del Zelenega odseka. Nato
encim DNA polimeraza pri¢ne z dodajanjem prostih nukleotidov
izdelovati komplementarno kopijo. Reakcija je verizna, saj se cikel
podvajanja odseka DNA ponovi veckrat. Teoreti¢no tako iz ene
kopije DNA v 20 ciklih dobimo ve¢ kot milijon kopij.

Agarozna gelska elektroforeza je metoda, ki se v biologiji uporablja za lo¢evanje
molekul RNA in DNA glede na njihovo velikost. Z elektriénim
poljem na agaroznem gelu dosezemo potovanje negativno nabitih
nukleinskih kislin proti pozitivno nabitemu koncu agaroznega gela.
Ker krajSe molekule DNA in RNA potujejo hitreje od daljsih, se po
nekaj Casa locijo zaradi vec¢je prepotovane poti.
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1 UvOoD

V nalogi se bomo posvetili fitoplazmam, ki okuzujejo sadno drevje v Sloveniji.

Fitoplazme so bakterije brez celi¢ne stene, ki povzrocajo veliko §kode na gospodarsko
pomembnih rastlinah. Tako velikost njihovih celic, kakor tudi velikost njihovega genoma,
sta med najmanj$imi med bakterijami. Fitoplazme so obligatni zajedavci, katerih prezivetje
in pomnozevanje je odvisno od dveh zelo razli¢nih gostiteljev — rastlin in zuzelk iz redu
enakokrilcev (Hemiptera). V rastlini se nahajajo in razmnoZujejo v floemu, med njimi pa
se prenasajo z zuzelkami, ki pridobijo fitoplazme med sesanjem rastlinskega soka.
Posledica prilagojenosti na parazitski nacin zivljenja je redukcija vecine metabolnih
procesov. Njihovo prezivetje v gostitelju je odvisno od interakcij z okoljem, ki ga
predstavlja citoplazma gostiteljske celice. Ravno zato so fitoplazme razvile veliko strategij
za uspesen sprejem vecine hranil in ostalih metabolitov v celico. Prav tako so kljub
odsotnosti gibalnih struktur sposobne pasivno ali aktivno prehajati med celicami gostitelja
in ga v celoti kolonizirati. OkuZijo lahko ve¢ kot 1000 razli¢nih rastlin ter oslabijo njihovo
rast in razmnoZevanje, v¢asih povzrocijo celo odmiranje rastlin. Zaradi nezmoZnosti
gojenja in vitro se o njih tudi 50 let po odkritju $e vedno ne ve veliko. Poznavanje
fitoplazem tako temelji na molekulsko bioloskih metodah, s pomocjo katerih se ugotavlja
njihovo zgradbo, delovanje in sorodnost.

Sadjarjem najvec skrbi povzrocajo fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan, ki napadajo
sadno drevje in uni¢ujejo pridelek. Fitoplazma metli¢avosti jablan je odgovorna za bolezen
na jablanah (Malus domestica), fitoplazma umiranja hrusk povzro¢a bolezni hrusk (Pyrus
spp.), medtem ko je fitoplazma leptonekroze koscCicarjev razlog za obolenja na koscicarjih
(Prunus spp.). Po vecini so razsirjene po celotni Sloveniji, med drevesi pa se pretezno
prenasajo s cepljenjem dreves z okuzenim cepilnim materialom ter z zuzel¢jimi prenasalci
iz druzine bolsic (Psyllidae) in Skrzatkov (Cicadellidae). Zaradi resnosti in pogostosti
okuzb je potreben stalni nadzor nad sadilnim in razmnozevalnim materialom v drevesnicah
in mati¢nih nasadih. Le ta vkljucuje njihovo detekcijo s pomocjo molekulsko bioloskih
metod, med katerimi prevladujeta verizna reakcija s polimerazo v realnem ¢asu (PCR v
realnem Casu) in analiza dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP) v kombinaciji z
ugnezdeno reakcijo PCR. Ker je v primeru epidemije poleg eliminacije okuzenih dreves
potrebno poznati tudi vir okuzbe, je nujno poznavanje povezave med geografsko lego,
sorto in specifiénim genotipom fitoplazem, saj le tako lahko dolo¢imo vir okuzbe.

V diplomski nalogi bomo poskusili z izboljSanjem molekulskih metod povecati poznavanje
raznolikosti genomskega odseka 16S/23S rRNA med slovenskimi fitoplazmami umiranja
hrusk ter povezati te razlike z geografskimi obmocji, letom nabiranja in sortami, iz katerih
so bile fitoplazme izolirane. Prav tako bomo s pomocjo genskih bank poiskali Se kaksen
drug gen ali genomski odsek, ki bi nam omogocal boljse razlikovanje med sorodnimi
fitoplazmami sadnega drevja, kot to na osnovi literature predvidevamo za genomski odsek
16S/23S rRNA.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 FITOPLAZME

2.1.1 Osnovne informacije in odkritje fitoplazem

Fitoplazme so zelo majhni rastlinski patogeni, ki povzroc¢ajo ogromno $kode na
gospodarsko pomembnih rastlinah. Vecji del zivljenja prezivijo v rastlinskem floemu, kjer
se prehranjujejo z rastlinskim sokom, med rastlinami pa se prenasajo s pomocjo zivalskih
prenasalcev. Zaradi parazitskega nacina zivljenja in vezanosti na gostitelja so do sedaj
spodleteli vsi poskusi gojenja fitoplazem in vitro (Weintraub in Jones, 2010).

V zacetku 20. stoletja so menili, da bolezni, kot je na primer rumenenje listov, povzro€ajo
virusi, pa ¢eprav virusov niso uspeli identificirati v rastlinskem materialu (Lee in sod.,
2000). Leta 1967 je Doi s sodelavci v okuzenem rastlinskem tkivu nasel delce, ki so
spominjali na Zivalske bakterije iz redu Mycoplasma. Poimenoval jih je mikoplazmam
podobni organizmi (ang. Mycoplasma-like organisms), s ¢imer je dokazal, da rumenenje
rastlin ne povzrocajo le virusi (Doi in sod., 1967). Od takrat dalje je bila fitoplazma
identificirana kot povzrocitelj skoraj 1000 razli¢nih bolezni na kulturnih in divjih rastlinah
(Weintraub in Jones, 2010).

2.1.2 Morfoloske in genomske znacilnosti

Fitoplazme so bakterije brez celicne stene, ki jih obdaja enojna plazmalema (Doi in sod.,
1967). Pod elektronskim mikroskopom izgledajo okrogla, redkeje nitasta telesa. V premeru
merijo 200-800 nm, zato veljajo za najmanjSe bakterije (Lee in sod., 2000). Posledica
prilagojenosti na parazitsko zivljenje je redukcija genoma, ¢igar velikost znasa 530-1350
kbp, kar je najmanjsi znani genom med bakterijami (Marcone in sod., 1999). Genom je
sestavljen iz enega kromosoma, pri nekaterih fitoplazmah vkljucuje tudi nekaj plazmidov.
Kromosom, ki je najveckrat krozni in le redko linearen, vsebuje le med 500 in 750 genov,
tako da v fitoplazmah ne poteka vecina metabolnih poti drugih Zivih organizmov.
Manjkajo jim geni za biosintezo aminokislin ter mas¢obnih kislin, geni Krebsovega cikla,
oksidativne fosforilacije in fosfotransferaznega sistema. Prav tako jim manjkajo geni
pentoza-fosfatne poti, ki bi jim omogocila reducirajo¢o moc ter gradnike za sintezo
nukleotidov. Za razliko od vseh ostalih bakterij ne kodirajo FoF1-ATPaz, temve¢ imajo le
gene za P-ATPazo. Ta za svoje delovanje ne potrebuje produktov oksidativne fosforilacije,
saj izkoriSc¢a aktivni transport razli¢nih substratov ¢ez membrano. Tudi nezmoznost sinteze
aminokislin, masc¢obnih kislin ter nukleotidov uspesno nadomescajo z velikim Stevilom
razli¢nih transportnih sistemov, od katerih so najStevilcnej$i transportni sistemi ABC
(Oshima in sod., 2004). Vsebnost G+C baznih parov je nizka, saj predstavlja le od 21 do
29% celotnega genoma (Kollar in Seemiiller, 1989).

2.1.3 Zivljenjski cikel fitoplazem

Fitoplazme so skupaj z dvema vrstama spiroplazem posebne med rastlinskimi patogeni, saj
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se lahko razmnozujejo znotraj dveh gostiteljev iz razli¢nih kraljestev. So obligatni
paraziti/simbionti tako rastlin kot zuzelk. Fitoplazme se z rastline na rastlino lahko
prenasajo vegetativno s cepljenjem, s pomocjo zivalskih prenasSalcev ali redkeje s pomocjo
parazitskih rastlin (Cuscuta spp.) (Weintraub in Jones, 2010).

2.1.3.1 Rastline kot habitat fitoplazem

Fitoplazme pridejo v rastlino preko sline, ki jo prenasalna zuzelka spusti v listni floem med
prehranjevanjem z rastlinskim sokom. Fitoplazme se v rastlinskem gostitelju nahajajo in
razmnozujejo izkljuéno v floemu. Zaradi svoje majhnosti in pleomorfne oblike se z lahkoto
prerinejo skozi sitaste ploscice, pore med celicami sitastih cevi. Ta sposobnost jim
omogoca pasivno potovanje iz okuzenega lista v ostale dele rastline, ki so povezani s
floemom (Weintraub in Beanland, 2006). Ob pomanjkanju genov, ki kodirajo gibalne
strukture, naj bi se fitoplazme najprej pritrdile na celi¢no steno sitastih cevi, nato pa s
pomocjo celi¢nih delitev pocasi Sirile proti nadzemnim organom. Pomembno vlogo imajo
tudi celice spremljevalke, ki obdajajo celice sitastih cevi, saj naj bi oskrbovale fitoplazme z
metaboliti, ki jih sitaste cevi ne proizvajajo (Christensen in sod., 2005). Lahko pa
predstavljajo tudi mesto kolonizacije fitoplazem, ceprav mehanizmi Se niso poznani
(Christensen in sod., 2004). Kolonizacija fitoplazem po rastlini je odvisna od vrste
patogena in gostitelja ter interakcij med njima, tako da je skoraj pri vsaki rastlini razlicna
(Seemiiller in sod., 1984a). Stevilo razli¢nih rastlin, ki jih napade ena vrsta fitoplazme, je
odvisno predvsem od spektra rastlin, s katerimi se prehranjujejo njeni zivalski prenasalci
(Hogenhout in sod., 2008)

e
BE

Slika 1: Fitoplazme znotraj celice sitaste cevi. Slika je bila posneta z elektronskim mikroskopom. Foto:
Magda Tusek Znidarsic.
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2.1.3.2 Zivali kot habitat za fitoplazme

Fitoplazme se med rastlinami prenasajo z zuzelkami iz redu enakokrilcev (Hemiptera), ki
se prehranjujejo s sesanjem floemskega soka rastlin. Po vecini te Zuzelke pripadajo
druzinama $krzatkov (Cicadellidae) in bolsic (Psyllidac) (Weintraub in Beanland, 2006).
Nekatere fitoplazme imajo specifi¢ne prenasalce in se lahko prenasajo le z eno ali nekaj
vrstami zuzelk, medtem ko imajo druge lahko tudi 24 razli¢nih zuzel¢jih prenasalcev
(Seemiiller in sod., 2002). Ko se zuzelka prehranjuje na rastlini, okuzeni s fitoplazmami,
skupaj s floemskim sokom posrka tudi fitoplazme. Prebavna pot jih vodi do srednjega
crevesa, kjer se pritrdijo na njegovo steno in pricnejo razmnoZevati. Skozi pore v njegovi
bazalni membrani se prerinejo do hemolimfe, katere kroZenje jim omogoci naselitev vseh
zuzel¢jih organov. Da lahko ZuZelka okuzi novo rastlino, se morajo fitoplazme preriniti
skozi steno zleze slinavke v slino. Nekaj fitoplazem lahko tudi ostane v sekretornih celicah
slinavke, kjer se mo¢no namnozijo. Posledi¢no se poveca njihova koncentracija v slini, ki
jo bodo Zuzelke ob novem prehranjevanju vbrizgale v rastlinski floem. Fitoplazme
potrebujejo priblizno tri tedne, da se v zuzelki namnozijo do takSne mere, da se lahko
prenesejo na novo rastlino. Temu ¢asu pravimo latentna perioda in se med razli¢nimi
7uzelkami lahko razlikuje (Webb in sod., 1999). ZuZelke ostanejo okuzene celo svoje
Zivljenje, vendar so prenosi fitoplazem na potomce zelo redki (Kawakita in sod., 2000).
Fitoplazme delujejo na zuzelke ve¢inoma pozitivno, saj le te kazejo izboljSane sposobnosti
prezimovanja, vec¢jo plodnost in daljSe Zivljenje (Beanland in sod., 2000). V doloc¢enih
primerih pa delujejo na zuzelko negativno, saj npr. okuzba ameriskega Skrzatka
(Scaphoideus titanus) s fitoplazmo FD prizadene njegovo Zivljenjsko dobo, plodnost in
migracije (Papura in sod., 2009).

2.1.4 Patogeni ucinki fitoplazem na rastline

2.1.41 Nastanek bolezni

Fitoplazme se v sitastih ceveh namnozijo do takSne mere, da delno zamasijo sitaste cevi in
posledi¢no oslabijo floemski transport po rastlini. Motena distribucija sladkorjev po rastlini
se kaze v njihovi spremenjeni razporejenosti v razli¢nih rastlinskih organih. Tako se velike
kolicine sladkorjev, ki bi morale priti do mladih listov, brstov in korenin, pri¢nejo nabirati
predvsem v zrelih listih (Braun in Sinclair, 1978). Posledi¢no pride do poslabsanja
fizioloSkih funkecij, kot so zmanjSana fotosinteza, stomatalna prevodnost in respiracija
korenin, spremenjen sekundarni metabolizem ter poruseno hormonsko ravnovesje rastline
(Leon in sod., 1996). Kot posledica fizioloS§kih moten;j se na rastlini pojavijo vidna
bolezenska znamenja, ki so natan¢neje opisana v nadaljevanju.

2.1.4.2 Vzroki za patogenost

Na razvoj bolezni vplivajo virulenca sevov, interakcije med razli¢nimi fitoplazmami,
koncentracija fitoplazem v floemu, produkcija toksinov, podrto hormonsko ravnovesje ter
pritrjevanje patogenov na celicno membrano gostitelja (Weintraub in Jones, 2010).
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2.1.4.2.1 Virulenca

Raziskave so pokazale velike razlike v virulenci razli¢nih fitoplazem, tako da jih lahko na
podlagi simptomatologije razvrstimo v tri skupine. Prva skupina je avirulentna ali pa
povzroca le milejSa bolezenska znamenja, druga skupina je srednje virulentna, medtem ko
je tretja skupina zelo virulentna in povzroc¢a zelo hude posSkodbe na rastlini (Seemiiller in
Schneider, 2007).

2.1.4.2.2 Interakcije med razli¢nimi fitoplazmami

Ena rastlina je lahko naenkrat okuZena tudi z vec razli€no virulentnimi vrstami ali sevi
fitoplazem, pri ¢emer pride do interference med njimi. V primeru socasnih okuzb
prevladajo bolezenska znamenja, ki so zna¢ilna za virulentnejsi sev fitoplazme. Ce pa sta
bili okuzbi ¢asovno zamaknjeni, se bodo obicajno pokazala bolezenska znamenja tiste
vrste fitoplazme, ki je prva okuZila rastlino, ne glede na njuno stopnjo virulence (Sinclair
in Griffiths, 2000). V dolo¢enih primerih pa lahko pride do skupinskega zavrtja, fenomena,
ki ima za posledico nevtralizacijo obeh tekmujocih fitoplazem. To se odrazi v milejSih
bolezenskih znamenjih, v skrajnem primeru pa si rastlina celo opomore in izgubi vsa
bolezenska znamenja (Berges in Seemiiller, 2002).

2.1.4.2.3 Koncentracija fitoplazem

Koncentracija fitoplazem je prav tako eden od vzrokov za njeno patogenost. Visoke
koncentracije fitoplazem se pojavljajo predvsem v zelnatih rastlinah, medtem ko so nizke
koncentracije znacilne za lesnate rastline (Berges in Seemiiller., 2000). V nekaterih
lesnatih rastlinah so nasli tako nizke kot tudi visoke koncentracije fitoplazme. Raziskave
na lesnatih rastlinah so pokazale, da je nizja koncentracija fitoplazem veliko bolj virulentna
kot visoka koncentracija. Razlog za to je velika obcutljivost sitastih cevi na fitoplazemske
okuzbe, zato floem propade Se preden se uspejo fitoplazme namnoziti do visokih
koncentracij (Kartte in Seemiiller, 1991a, b). Razli¢ne koncentracije fitoplazem in
posledi¢no razli¢no mocna bolezenska znamenja se lahko pojavijo tudi znotraj enega
rastlinskega rodu, le da so razlike lo¢ene geografsko (Braun in Sinclair, 1976).

2.1.4.2.4 Produkcija toksinov

Obstaja vec hipotez o fitoplazemski produkeiji ali indukeiji toksi¢nih metabolitov, ki
potujejo v druga neokuzena tkiva in tam povzrocajo razlicna bolezenska znamenja, kot so
nekroze sitastih elementov (Braun in Sinclair, 1976; Schneider, 1977). Vseeno pa so to le
nepotrjene hipoteze, saj do sedaj Se ni bilo neposrednega dokaza o detekciji ali
karakterizaciji toksi¢nih substanc. Prav tako Se niso odkrili fitoplazemskih genov, ki bi

spominjali na tipi¢ne patogene gene drugih fitopatogenih bakterij (Weintraub in Jones,
2010).
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2.1.4.2.5 PoruSeno hormonsko ravnovesje

V nekaterih okuzenih rastlinah je bilo dokazano poruSeno hormonsko ravnovesje, saj so se
koncentracije dolocenih rastlinskih hormonov zelo razlikovale v primerjavi z zdravimi
rastlinami (Ledn in sod., 1996). Ni pa Se jasno ali fitoplazme sintetizirajo rastlinske rastne
regulatorje, ali pa samo spremenijo koncentracijo rastlinskinh hormonov (Weintraub in
Jones, 2010).

2.1.4.2.6 Imunodominantni proteini

Fitoplazme naj bi se pritrjevale na membrano gostiteljskih celic s pomoc¢jo membranskih
proteinov adhezinov, ki se v nekaterih fitoplazemskih vrstah organizirajo v specializirane
strukture. Studije so pokazale, da ve&ji del membranskih proteinov predstavljajo
imunodominantni membranski proteini (IDP). Vsi IDP so zgrajeni iz centralne hidrofilne
regije, ki naj bi bila na zunanji povrsini fitoplazmine plazmaleme, ter iz ene ali dveh
hidrofobnih transmembranskih domen. Zaradi njihove zgradbe in pogostosti naj bi imeli
ravno IDP vlogo adhezinov ter bili odgovorni za interakcije med fitoplazmami in njihovim
gostiteljem (Hogenhout in sod., 2008). Fitoplazme se pritrjujejo na notranjo povrsino
membrane gostitelja, s ¢imer kazejo veliko podobnost s sorodnimi mikoplazmami
(Marcone in Ragozzino, 1996a). Sodec¢ po Ze znanih dejstvih o mikoplazmah pa naj bi bilo
ravno pritrjevanje na membrano gostiteljskih celic predpogoj pri razvoju patogenosti
(Hogenhout in sod., 2008).

2.1.4.3 Bolezenska znamenja pri okuzbi s fitoplazmo

Bolezenska znamenja okuzenih rastlin so lahko specifi¢na in nespecifi¢na, variirajo glede
na vrsto fitoplazme in okuZene rastline, stopnjo bolezni, okoljske dejavnike ter starost
rastline pri okuzbi (Lee in sod., 2000). Najpogostejsi specificni bolezenski znamenji sta
razbarvanje cvetov (virescenca) ter motnje v razvoju cveta (filodija, povecani popki,
prekomeren razvoj cveta). Obicajno pride tudi do pojava sterilnosti, metlicavosti,
etiolacije, podaljSevanja in krajSanja internodijev, povecanja prilistov ter izvensezonske
rasti. Manj specifi¢na oz. nespecifi¢na bolezenska znamenja so najpogostejSa pri lesnatih
rastlinah. Mednje spadajo rumenenje, rdeCenje, pomanjSanje in zvijanje listov. Listne Zile
lahko postanejo vecje, bele ter vcasih celo propadejo zaradi nekroze. Prehitro lahko pride
do defoliacije ter do jesenskega obarvanja listov. SadeZi ne zrastejo do normalne velikosti.
Poslabsana je rast rastlin, le te lahko postanejo redkeje olistane. Lahko pa pride celo do
postopnega odmiranja lesnate rastline. V redkih primerih so okuzbe prikrite skozi celotno

zivljenje rastlin, lahko pa se pojavijo zacasna bolezenska znamenja, ki potem tudi izginejo
(Weintraub in Jones, 2010).

2.1.5 Sistematika fitoplazem

Zaradi nezmoznosti gojenja v razmerah in vitro so v prvih desetletjih po odkritju
fitoplazem raziskave temeljile le na elektronski in fluorescenéni mikroskopiji. Sele v
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zacetku osemdesetih let se je z vpeljavo molekulsko bioloskih metod znanje o fitoplazmah
moc¢no povecalo. Najvec zaslug za to ima vpeljava verizne reakcije s polimerazo (reakcija
PCR) ter ugnezdene reakcije PCR, analize polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov
(RFLP) ter analize nukleotidnih zaporedij (Weintraub in Jones, 2010). Glavna tar¢a
filogenetskih raziskav je bil gen 16S rRNA (Bertaccini, 2007), saj le ta spada med najbolj
ohranjene gene med bakterijami in arhejami (Weisburg in sod., 1991). S pomocjo gena 16S
rRNA ter nekaterih vzdrzevalnih proteinov so dokazali, da imajo fitoplazme skupno
evolucijsko razvojno pot, ter da izhajajo iz bakterij pozitivnih po Gramu z nizko vsebnostjo
G+C baznih parov iz skupine Bacillus-Clostridium (Woese in sod., 1980; Sears in
Kirkpatrick, 1994). Fitoplazme tako predstavljajo monofiletsko skupino, v kateri pa je
zaradi zasedanja razli¢nih bioloskih in geografskih nis$ pri§lo do velikega razvejanja na
filogenetskem drevesu fitoplazem (Gundersen in sod., 1994). Ravno zaradi dognanj o
njihovem skupnem izvoru in sorodnosti so jih leta 1994 na desetem kongresu mednarodne
organizacije za mikoplazmologijo iz mikoplazmam podobnih organizmov preimenovali v
fitoplazme, ter jih uvrstili v svojo vejo znotraj razreda Mollicutes (Hogenhout in sod.,
2008). Deset let zatem (2004) je mednarodni raziskovalni program za primerjalno
mikoplazmologijo sprejel sklep o uveljavitvi nove taksonomske skupine ‘Candidatus (Ca.)
Phytoplasma' za klasifikacijo fitoplazem, ki temelji na zaporedju gena 16S rRNA.

Za uvrstitev v nov takson 'Ca. Phytoplasma' mora biti zaporedje njenega gena 16S rRNA
daljSe od 1200 bp ter ne sme kazati veC kot 97,5 % podobnosti z nukleotidnim zaporedjem
vseh do sedaj znanih taksonov 'Ca. Phytoplasma’. Dokon¢no poimenovanje novega
taksona 'Candidatus Phytoplasma' pa je vrstno ime, ki obi¢ajno izraza gostitelja ali pa
geografsko lokacijo prvega odkritja te fitoplazme. Sev fitoplazme, ki je bil uporabljen pri
poimenovanju novega taksona 'Candidatus Phytoplasma', je referen¢ni sev. Vsi ostali sevi,
Ki sicer pripadajo istemu 'Ca. Phytoplasma' a z njim kazejo minimalno genetsko razliko, so
sorodni sevi. Zaradi velike ohranjenosti gena 16S rRNA so za natan¢nej$e dolocanje
filogenetskih povezav v uporabi tudi druga pravila. Neka nova fitoplazma lahko pridobi
status novega taksona 'Ca. Phytoplasma' kljub vec¢ kot 97,5 % podobnosti gena 16S rRNA
z 7e obstoje¢im 'Ca. Phytoplasma'. VV tem primeru morata obe fitoplazmi jasno
predstavljati lo¢eni ekoloski populaciji, za kar morajo biti izpolnjeni trije pogoji.
Fitoplazmi se morata razlikovati v gostiteljski specifi¢nosti, prenasalcih in v vsaj enem
molekulskem ali seroloskem oznacevalcu (IRPCM, 2004). Do leta 2010 je bilo objavljenih
vec kot 1500 zaporedij gena 16S rRNA, na podlagi katerih so bile fitoplazme uvrscene v
28 potrjenih taksonov 'Candidatus Phytoplasma’, ter v 15 potencialnih novih taksonov
‘Candidatus Phytoplasma'. Na podlagi analize dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP)
gena 16S rRNA so predstavniki ‘Candidatus Phytoplasma' razvrs¢eni v 30 skupin, ki so
oznacene z oznakami od 16SrI-16SrXXX (Weintraub in Jones, 2010).

Za dolocanje ozjih sorodnosti znotraj teh skupin so v zadnjem ¢asu priceli analizirati tudi
druge gene. Ti kaZejo manjSo ohranjenost kot ribosomski gen 16S rRNA in so zato
uporabnejsi za uvrS¢anje fitoplazem v podskupine. Mednje sodijo geni, ki kodirajo
ribosomski protein (rp), geni secY, secA, tuf, 23S rRNA ter genomski odsek 16S/23S
rRNA z vmesno regijo. Gen secY in gen za ribosomski protein sta najbolj variabilna med
fitoplazmami ter zato najuporabnejSa za natan¢nejSe dolo¢evanje njihove filogenije
(Martini in sod., 2007).



Pavsic, J. Genska raznolikost izolatov fitoplazem skupine AP v Sloveniji 8
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Biologijo, 2011

2.2 FITOPLAZME SADNEGA DREVJA

Fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (skupina AP, 16SrX) povzrocajo veliko skode na
sadnem drevju iz druzine roznic (Rosaceae). Gospodarsko najpomembnejse fitoplazme
sadnega drevja v Sloveniji in tudi v Evropi so fitoplazma metli¢avosti jablan ('Candidatus
phytoplasma mali', v nadaljevanju AP), fitoplazma umiranja hrusk (‘Candidatus
phytoplasma pyri',v nadaljevanju PD) ter fitoplazma leptonekroze kos¢icarjev ('Candidatus
phytoplasma prunorum', v nadaljevanju ESFY) (Seemiiller in Schneider, 2004). Vse te
fitoplazme so uvrscene na [.A.II karantenski seznam Skodljivih organizmov v Evropski
skupnosti (Skodljivi organizmi ..., 2010), PD in AP pa tudi na EPPO A2 seznam (EPPO
A2 list ..., 2010).

2.2.1 Pojavljanje po rastlini

Fitoplazme se nahajajo le v funkcionalnem floemu. Najvisja koncentracija v steblu je
doseZena ob koncu poletja in v zacetku jeseni. Po nekaj letih se rekolonizacija stebla lahko
pojavi le za nekaj tednov, ali pa se sploh ne pojavi ve¢. Temu pojavu zaCasnega ali
stalnega umika bolezenskih znamenj pravimo »ozdravitev« (ang. recovery). Tak$na
drevesa, za razliko od tistih z intenzivno koloniziranim nadtalnim delom, ne kazejo
karakteristi¢nih bolezenskih znamenj, zaradi ¢esar delujejo zdrava (Seemiiller, 1988;
Seemiiller in sod., 1984b). V nekaterih primerih temperatura okolice prav tako vpliva na
pojavljanje bolezenskih znamenj. V Franciji so se pri temperaturah 21-25 °C bolezenska
znamenja pojavljala, medtem ko so le ta bila zaustavljena pri 29-32 °C (Ducroquet in sod.,
1986).

2.2.2 Prenasanje med rastlinami

Fitoplazme iz skupine metlicavosti jablan prenasSajo zuzelke iz druzine bolSic (Psyllidae) in
Skrzatkov (Cicadellidae). K Sirjenju bolezni veliko pripomore tudi vegetativno
razmnoZzevanje. Ker koncentracija fitoplazme v nadzemnih delih doseze visek proti koncu
poletja in v zacetku jeseni, so tudi cepici, pridobljeni v tistem obdobju, nevarnejsi za
prenos okuzbe na zdravo drevje (Pedrazzoli in sod., 2008). V zadnjem Casu je vse vecja
nevarnost prenosa okuzbe tudi s cepici, odvzetimi sredi zime. Pojav je posledica vse
milejSih zim, ki omogocajo prezivetje fitoplazem v floemu nadzemnih delov rastline tudi v
najhladnej$ih mesecih (Lesnik in sod., 2009; Garcia-Chapa in sod., 2003). Ugotovljen je
bil tudi prenos fitoplazme AP preko koreninskih mosti¢kov, povezav, ki lahko nastanejo
med koreninami dveh sosednjih dreves (Ciccotti in sod., 2007). Prav tako naj bi bil moZen
prenos fitoplazme ESFY preko plodov (Necas in sod., 2008). Vse tri fitoplazme se
pojavljajo v Sloveniji, njihova prisotnost je bila dokazana v veéini slovenskih obmocij
(Brzin in sod., 2005).

2.2.3 Detekcija fitoplazem in nadzor Sirjenja bolezni

Ker se fitoplazme prenasajo z zuZelkami ter z razmnoZevalnim in sadilnim materialom, je
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za dober nadzor nad fitoplazmami pomembna hitra detekcija potencialnih okuzb.
Fitosanitarni ukrepi Republike Slovenije odrejajo stalen nadzor nad pridelavo sadilnega in
razmnozevalnega materiala v drevesnicah, mati¢nih nasadih in zarodisc¢ih podlag
(Pravilnik o ukrepih, 2004; Pravilnik o trzenju, 2006). Poznamo razlicne metode
dokazovanja prisotnosti fitoplazem v vzorcih. Pogosto le te temeljijo na molekulsko
bioloskih metodah, kot je ugnezdena verizna reakcija s polimerazo (ang. nested PCR) v
kombinaciji z metodo polimorfizmov dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP) (Brzin in
sod., 2001). V zadnjem ¢asu se pogosto uporablja tudi metodo PCR v realnem casu(ang.
real time PCR), ki je hitrejSa, obcutljivejsa ter posledi¢no uporabnejsa v diagnostiki (Baric
in Dalla-Via, 2003; Nikoli¢ in sod., 2010). Za doloc¢anje fitoplazme AP se uporablja tudi
seroloski test ELISA, ki je hitrejSi kot metoda ugnezdene reakcije PCR, a tudi manj
obcutljiv (Brzin in sod., 2003). Detekcija fitoplazem je mozna tudi z nespecifi¢no
mikroskopsko metodo barvanja DNA z barvilom DAPI (Brzin in sod., 2005). Ker se
najznacilnejsa bolezenska znamenja pojavljajo pozno poleti ter v jeseni, je to sicer
najprimernejsi ¢as za vzoréenje in testiranje, pa ¢eprav so poganjki problemati¢ni za
analizo. Razlog za to je visoka koncentracija inhibitorjev reakcije PCR v poganjkih, ki se
poveca ravno jeseni (Brzin in sod., 2005). Ker je bolezen zaradi prepovedi uporabe
antibiotikov skoraj nemogoce ozdraviti, imajo postopki prepreevanja Sirjenja bolezni zelo
veliko vlogo. Glavne strategije pri nadzoru fitoplazemskih obolenj so pridobivanje
odpornih in tolerantnih genotipov, odklanjanje obcutljivih sort, nove nasade pa se postavlja
le na obmocjih, kjer se bolezen $e ni pojavila. Zelo pomembno vlogo ima odkrivanje
prikritih okuzb na sadilnem materialu ter v koreninah navidez zdravih dreves. V primeru
prvih znakov pojavljanja bolezni v sadovnjaku je potrebno bolezen ¢imprej zatreti. [zruvati
je potrebno vsa okuzena drevesa, Ceprav bi si kasneje lahko opomogla. Prav tako je nujna
uporaba insekticidov, s katerimi prepre¢imo tako prenos bolezni iz sosednjih obmocij, kot
tudi razsirjanje bolezni znotraj okuzenega sadovnjaka (Osler in sod., 2001). Na obmoc¢jih z
visokim infekcijskim pritiskom fitoplazem pa je zaradi tezavnega vzdrzevanja zdravih
rastlin na odprtem predlagana uporaba mreznika (slika 2), ki preprecuje s fitoplazmo
okuzenim zuzelkam prihod v sadovnjak (Ambrozi¢ Turk in sod., 2010).

Slika 2: Nasad sadnega drevja znotraj mreznika. Foto: arhiv NIB.
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2.2.4 Fitoplazemske bolezni sadnega drevja
2.2.4.1 Metlicavost jablan (Apple proliferation)

2.2.4.1.1 Osnovni podatki

Metlic¢avost jablan je najpogostejsa bolezen jablan v Evropi, katere povzrocitelj je
fitoplazma metlicavosti jablan (Apple proliferation; AP), po novem 'Candidatus
Phytoplasma mali' (Seemiiller in Schneider, 2004). Bolezen je bila prvi¢ omenjena leta
1950 v Italiji, v Evropi pa je bila verjetno prisotna Ze v zacetku 20. stoletja (Jones in
Aldwinckle, 1990). Bolezen se pretezno pojavlja na jablani (Malus domestica), najdena pa
je bila tudi na leski (Corylus spp.) (Marcone in sod., 1996b), hruski (Pyrus communis) (Del
Serrone in sod., 1998), japonski slivi (Prunus salicina) (Seemiiller in Schneider, 2004),
slivi (Prunus domestica), breskvi (Prunus armeniaca) in ¢e$nji (Prunus avium) (Mehle in
sod., 2007). Zivalski prenasalci, odgovorni za prenos bolezni, so iz druZine bolgic
(Psyllidae), in sicer Cacopsylla picta (Jarausch in sod., 2003) in C. melanoneura (Tedeschi
in Alma., 2004), redkeje pa iz druzine Skrzatkov (Cicadellidae), in sicer Fieberiella florii
(Krczal in sod., 1988).

2.2.4.1.2 Bolezenska znamenja

Bolezen vpliva na spremembe v koreninskem sistemu, steblu, listih ter sadezih.
NajopaznejSe specificno bolezensko znamenje je metli¢avost poganjkov, ki nastane zaradi
izgube apikalne dominance v glavnem poganjku. Posledica izgube apikalne dominance je
razvoj Stevilnih stranskih poganjkov, ki dajejo izgled metle, zaradi Cesar je bolezen tudi
dobila ime. Preostali specificni bolezenski znamenji sta povecanje Stevila in velikosti
prilistov. Nespecificna bolezenska znamenja so rdeCenje, kloroze in rumenenje Ze tako
maloStevilnih in manjsih listov. Poganjki pogosto zakrnijo, pojavljajo se listne rozete.
Okuzena drevesa prej odvrzejo liste kot zdrava drevesa, prav tako imajo zakasnjeno
spomladansko cvetenje. Koreninski sistem imajo slabse razvit, saj sta reducirana tako
velikost kot tudi Stevilo korenin. Glavni problem sadjarjev pa predstavljajo manj Stevil¢ni,
manjsi in neokusni sadezi, ki ne dosegajo trznih standardov. Inkubacijska doba je odvisna
od starosti dreves v ¢asu okuzbe. Na okuZenih sadikah se bolezenska znamenja lahko
pojavijo Ze v prvem letu, medtem ko starejSa drevesa praviloma razvijejo bolezenska
znamenja $ele nekaj let po okuzbi. Cez &as lahko bolezenska znamenja izginejo, koli¢ina in
velikost sadja se skoraj normalizirata, nato pa se bolezenska znamenja lahko znova
pojavijo. TakSne prikrite okuzbe predstavljajo izvor Sirjenja fitoplazem (Kartte in
Seemiiller, 1988).

2.2.4.2 Umiranje hrusk (Pear decline)

2.2.4.2.1 Osnovni podatki

Umiranje hrusk je gospodarsko pomembna bolezen hrusk (Seemiiller, 1992), katere
povzrocitelj je fitoplazma umiranja hrusk (Pear decline; PD), po novem 'Candidatus
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Phytoplasma pyri' (Seemiiller in Schneider, 2004). Prva okuzba s fitoplazmo PD je bila
zabelezena v Kanadi leta 1948 (McLarty, 1948), ceprav naj bi se v Severno Ameriko tako
kot vse ostale fitoplazme sadnega drevja preselila iz Evrope. Bolezen se najvec pojavlja v
nasadih hrusk (Pyrus spp.) (Seemiiller, 1992). Fitoplazmo PD prenasata zuzelki iz druzine
bolsic (Psyllidae), in sicer Cacopsylla pyri in Cacopsylla pyricola (Jensen in sod., 1964).

2.2.4.2.2 Bolezenska znamenja

Propad hruske je lahko hiter ali po€asen. Pri cepljenih hruskah je stopnja hitrosti njenega
propada odvisna od obcutljivosti njene podlage in ne od cepica. Pri hruskah z obcutljivo
podlago pride do hitrega propada, saj poskodovani floem ne zmore oskrbovati korenin med
rastno sezono, kar se odraza v slabem razvoju listja in plodov. Sledita njihovo venenje ter
odpad, drevesa pa odmrejo v nekaj tednih. Po¢asno odmiranje je znacilno za odpornejse
vrste podlag. Oslabljena je terminalna rast poganjkov, v nekaterih primerih pa se ta
popolnoma ustavi. Po nekaj zaporednih rastnih sezonah veje izgledajo le Se kot snopi
listov. Bolezen ucinkuje tudi na liste, saj se Stevilo le teh zmanjSa, postanejo man;jsi,
usnjati, svetlo zeleni, z navzgor zavihanimi robovi. Jeseni postanejo nenavadno rdeci in
prehitro odpadejo. Nekaj ¢asa po okuzbi se zmanjSajo tako koli¢ina cvetov kot tudi
koli¢ina in velikost plodov. Vecina stranskih korenin odmre, medtem ko glavne korenine
ostanejo zdrave. Intenziteta bolezenskih znamenj pri poasnem odmiranju lahko variira
med leti, nekatera drevesa si opomorejo, druga pa odmrejo (Schneider, 1977; Seemiiller,
1992). Ker so bolezenska znamenja umiranja hrusk, kot so zavrta rast in jesensko rdecenje
listov, lahko posledica razli¢nih dejavnikov, so laboratorijske analize prisotnosti
fitoplazme PD toliko pomembnejse (Brzin in sod., 2005).

Slika 3: Rdecenje in zvijanje listov pri hruski, okuzZeni s fitoplazmo PD. Foto: Nina Prezelj.
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2.2.4.3 Leptonekroza koscicarjev (European stone fruit yellows)

2.2.4.3.1 Osnovni podatki

Leptonekroza koscicarjev ali bolezen kloroti¢nega zvijanja listov kos¢icarjev je pogosta
bolezen na kos¢icarjih, ki jo povzroca fitoplazma leptonekroze kosc¢icarjev (European
stone fruit yellows; ESFY), po novem 'Candidatus Phytoplasma prunorum' (Seemiiller in
Schneider, 2004). Razsirjena je predvsem v Evropi, kjer so sadne vrste iz rodu Prunus na
okuzbo s fitoplazmo ESFY razli¢no obcutljive, prav tako je razli¢no izrazanje bolezenskih
znamenj. Izrazita bolezenska znamenja in posledi¢no veliko gospodarsko Skodo povzroca
fitoplazma ESFY predvsem na marelici (P. armeniaca), kitajsko japonski slivi (P. salicina)
in breskvi (P. persica) (Carraro in Osler, 2003). Tolerantne vrste sliv, kot so evropska sliva
(P. domestica), ¢rni trn (P. spinosa) in mirabolana (P. cerasifera), so sicer dovzetne za
okuzbo, vendar ne razvijejo bolezenskih znamenj in so prikrit vir za Sirjenje okuzb
(Carraro in sod., 2004). Cesnja (P. avium) je odporna na okuzbo z ESFY (Jarausch in sod.,
1999). V naravi se bolezen prenasa pretezno s ¢eSpljevo bolsico (Cacopsylla pruni)
(Carraro in sod., 1998), zabelezen pa je tudi ze bil prenos z breskovim §krzatom
(Empoasca decedens) (Pastore in sod., 2004).

2.2.4.3.2 Bolezenska znamenja

Prehitro spomladansko olistanje dreves je prvo bolezensko znamenje, ki se pojavi
spomladi. Oc¢itno znamenje okuzbe je tudi izvensezonsko cvetenje. Kot posledica moten; z
oskrbo vode in hranil pride poleti do zvijanja listov ob glavni Zili navzgor, Ze pred jesenjo
pa listje porumeni, zaznati je mogoce tudi neenakomerne kloroze. Opazen je metlast izgled
poganjkov, ki nastane zaradi odganjanja stranskih brstov na konicah kratkih poganjkov,
prav tako lahko brsti odganjajo iz starega lesa. V prerezu debla in vej so vidne nekroze
floema, ki so glavni razlog za njihovo odmrtje, pri obcutljivejSih vrstah pa povzrocijo tudi
hiranje dreves. Za sadjarje so najvecja tezava nekakovostni plodovi, ki so poleg premajhne
velikosti tudi nepravilnih oblik in slabega okusa (Carraro in Osler, 2003).
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Slika 4: Bolezenska znamenja na ko$¢i¢arju, okuZenim s fitoplazmo ESFY. Foto: Barbara AmbroZi¢
Turk.

2.2.5 Zgradba genoma fitoplazem iz skupine AP

Velikost celotnega genoma fitoplazem sadnega drevja je manjsa od veéine drugih
fitoplazem. Genom fitoplazme AP obsega 601-690 kbp, fitoplazme PD 660 kbp ter
fitoplazme ESFY 635 kbp (Marcone in sod., 1999, Kube in sod., 2008). Kljub razliki v
restrikcijskih mestih, vsebujeta fitoplazmi ESFY in AP gene v istem zaporedju in na
priblizno istih lokacijah na kromosomu. (Laurer in Seemiiller, 1999; Marcone in
Seemiiller, 2001).

Genom fitoplazem iz skupine metli¢avosti jablan je edini do sedaj znani fitoplazemski
genom, ¢igar kromosom je linearen in ne krozen (slika 5). Od genomov drugih fitoplazem
se lo¢i tudi po odsotnosti plazmidne DNA ter v niZji vsebnosti G-C baznih parov. Le ta je
za dobrih 5% manjSa od ostalih fitoplazem, saj znasa le 21,6%. Posledica manjSega
genoma je tudi manjse stevilo genov, saj jih vsebuje le okoli 500, s ¢imer jih ima priblizno
200 manj od ostalih fitoplazem (Kube in sod., 2008).
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Slika 5: Shemati¢en prikaz linearnega kromosoma fitoplazme AP (Kube in sod., 2008).

Fitoplazme vsebujejo dva rRNA operona, ki sta na lo¢enih pozicijah na kromosomu. Vsak
izmed njiju je zgrajen iz genov 16S, 23S in 5S rRNA. Med njimi sta vmesni regiji ITS
(internal transcribed spacer), ki vsebujeta gen za tRNA. Dosedanje raziskave so temeljile
na odseku, ki se ga pomnozi s pomoc¢jo univerzalnega para oligonukleotidnih zacetnikov
P1/P7. Odsek je dolg priblizno 1830 bp in vkljucuje skoraj celoten gen 16S rRNA, vmesno
regijo ITS z genom tRNA ter zacetek gena 23S rRNA (slika 6) (Weintraub in Jones, 2010).

16S rRNA VMESNA ?\FGUA 23S IRNA
5’ 3’
Pi OBMOCJIE POMNOZEVANJA P7

Slika 6: Zgradba vedjega dela operona rRNA. P1 in P7 sta univerzalna oligonukleotidna zaéetnika za
vse vrste fitoplazem. DolZine doloc¢enih odsekov so simboli¢ne

2.2.6 Taksonomija fitoplazem sadnega drevja, ki temelji na analizah gena 16S
rRNA z metodo RFLP

Filogenetske analize kazejo veliko podobnost ohranjenega gena 16S rRNA med
fitoplazmami iz skupine metlicavosti jablan, kar kaze na veliko filogenetsko povezanost
med njimi. Fitoplazmi AP in PD naj bi se v zaporedju gena 16S rRNA razlikovali le za
1,0-1,1%, AP in ESFY za 1,2-1,3% ter PD in ESFY za 1,3-1,5%. Vse tri fitoplazme se
razlikujejo za manj kot 2,5%, s ¢imer ne izpolnjujejo glavnega pogoja za uvrstitev vsake v
svoj takson 'Candidatus Phytoplasma’, a so le tega pridobile zaradi pripadnosti lo¢enim
ekoloskim populacijam (Seemiiller in sod., 1998). Fitoplazmam AP, PD in ESFY je
filogenetsko najblizje fitoplazma peach yellow leaf rool (PYLR), ki s fitoplazmo PD kaze
99,6% identi¢nost, medtem ko si s fitoplazmama AP in ESFY deli 98,4-98,6% zaporedja
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gena 16S rRNA (Seemiiller in Schneider, 2004). Zaradi velike genetske podobnosti
spadata skupaj s fitoplazmo PD v takson 'Ca Phytoplasma pyri'. V skupino metli¢avosti
jablan pa so neko¢ uvrscali tudi fitoplazmo spartium witches'-broom (SpaWB) (Marcone in
sod., 1996c¢), fitoplazmo buckthorn witches'-broom (BWB) (Méurer in Semiiller, 1996) in
fitoplazmo allocasuarina yellows (ALLOY) (Gibb in sod., 2003). Podobnost zaporedja
njihovega gena 16S rRNA je za malce ve¢ kot 2,5% razli¢na od zaporedij ostalih
fitoplazem v tej skupini, tako da so vse tri pridobile svoj status 'Candidatus Phytoplasma'.
Fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan kazejo z ostalimi skupinami najve¢ 93%
podobnost v zaporedju gena 16S rRNA. Velika ohranjenost gena 16S rRNA se kaze tudi
pri uporabi metode RFLP, saj obstaja le nekaj restrikcijskih mest, ki nam pomagajo lociti
fitoplazme sadnega drevja med seboj (Seemiiller in Schneider, 2004). Z namenom
natan¢nejSega dolocanja sorodnosti med sevi fitoplazem znotraj istega taksona 'Candidatus
Phytoplasma’, se v zadnjih letih uporablja metodo MLSA (ang. multilocus sequence
analysis), ki predstavlja nov standard v molekulski sistematiki mikroorganizmov. Metoda
MLSA ni uporabna le za boljsi vpogled v filogenijo fitoplazem, temvec tudi za
epidemioloske raziskave (Casati in sod., 2011; Danet in sod. 2011).

2.2.7 NovejSe raziskave genetske raznolikosti med fitoplazmami sadnega drevja

Danet in sod. (2011) so z metodo MLSA natan¢neje dolocili filogenetske odnose med
fitoplazmami iz skupine metliCavosti jablan v Evropi, kot je bilo to prej mogoce s pomocjo
drugih molekulskih analiz gena 16S rRNA. Za tar¢ne gene so uporabili gen aceF, Ki
sodeluje pri metabolizmu sladkorjev, gen pnp, ki sodeluje pri metabolizmu nukleotidov,
gen secY, ki sodeluje pri izloGanju proteinov ter gen imp, Ki kodira imunodominantne
proteine. Rezultati so pokazali veliko genetsko raznolikost ne le med razliénimi skupinami
fitoplazem, temvec tudi med sevi znotraj istega taksona 'Ca. Phytoplasma'. Za najboljsa
filogenetska oznacevalca sta se izkazala gena aceF in imp, saj sta fitoplazme iz skupine AP
razdelila na 24 oz. 30 razli¢nih genotipov, medtem ko sta gena pnp in secY dala 15 o0z 12
razli¢nih genotipov. Za vsak sev posebej so zdruzili genotipe vseh §tirih genov ter tako
dobili njegov haplotip ali genetsko linijo. Zabelezili so 73 razli¢nih haplotipov, ki kazejo
na veliko genetsko raznolikost med fitoplazmami iz skupine AP v Evropi. Prav tako je bila
zabelezena prva genska rekombinacija med dvema fitoplazmama, in sicer med 'Ca. P. pyri'
in 'Ca. P. prunorum’ (Danet in sod. 2011).

V severni Italiji so metodo MLSA uporabili za natan¢nejSo diferenciacijo sevov fitoplazme
AP iz razliénih obmocij. Za analizo so uporabili gene, ki kodirajo proteine povezane s
patogenezo (geni PR-1, PR-2, PR-3), gen secY ter ribosomski genomski obmoc;ji (del
genov 16S in 23S rRNA z vmesno regijo ter gena za ribosomske proteine rplV-rpsC).
Najvec razli¢nih genotipov so zabelezili z analizo gena rplV-rpsC, in sicer $est, genomski
odsek 16S/23S rRNA z vmesno regijo je dal stiri, regija z geni PR-1, PR-2 in PR-3 je dala
tri genotipe, medtem ko je bil gen secY enak med vsemi izolati fitoplazme AP. Skupaj so
dolocili 12 razli¢nih haplotipov, od katerih vsak ustreza svoji genetski liniji. Dolocene
genetske linije so pogostejse kot druge, tudi geografsko so nekatere linije omejene le na
eno obmogje, spet druge se pojavljajo povsod po Evropi (Casati in sod., 2011).
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Vmesna regija med genoma 16S rDNA in 23S rDNA sestoji iz priblizno 230 nukleotidov
in je bolj heterogena kot gen 16S rDNA. Fitoplazmi PD in ESFY se razlikujeta za 1,5%,
AP in PD za 1,9%, medtem ko se AP in ESFY razlikujeta za 3% (Seemiiller in Schneider,
2004).

2.3 NAMEN DIPLOMSKEGA DELA IN HIPOTEZE

Glavni namen diplomske naloge je bil omogociti vpogled v raznolikost ohranjenega
genomskega odseka 16S-23S rRNA pri izolatih fitoplazme PD na obmocju Slovenije. V ta
namen smo morali optimizirati protokole za ugnezdeno reakcijo PCR ter izdelati nov par
oligonukleotidnih zacetnikov. Pridobljeno znanje bi lahko pomagalo pri epidemioloskih
raziskavah razsirjenosti fitoplazme PD v Sloveniji. Poleg tega smo Zeleli in silico poiskati
tudi druge neribosomske gene oz. genomske odseke, ki bi bili zaradi manj$e ohranjenosti
uporabnejsi za razlikovanje sorodnih fitoplazem sadnega drevja.

Na osnovi objavljenih ¢lankov smo sklepali na majhno raznolikost genomskga obmocja
16S/23S rRNA med izolati fitoplazme PD. Prav tako smo predvidevali, da so drugi
neribosomski genomski odseki boljSa orodja za razlikovanje med sorodnimi fitoplazmami
sadnega drevja.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

Molekulsko raznovrstnost slovenskih izolatov fitoplazme AP, PD in ESFY smo dolocali na
vzorcih DNA, ki so bili predhodno izolirani in okarakterizirani kot pozitivni na fitoplazme
AP, PD oziroma ESFY v okviru pregleda stanja okuzenosti sadnega drevja s fitoplazmami
v Sloveniji.

Seznam vseh vzorcev uporabljenih v nalogi je v prilogi 1.

3.2 SHEMATICEN PREGLED METODOLOGIJE, KI SMO JO UPORABILI V
DIPLOMI

3.2.1 Primerjava razli¢nih protokolov pomnoZevanja DNA z za AP skupino
specifi¢no ugnezdeno reakcijo PCR

DNA vzorcev, pozitivnih na
fitoplazme PD, AP ali ESFY

Preizkus uporabe razli¢nih red¢in

DNA za analizo z ugnezdeno reakcijo

PCR
Y Y Y
PCR 6F/7TR PCR 6F/7TR PCR 6F/7TR PCR 6F/7TR PCR P1/P7
protokol 1 protokol 1 protokol 1 protokol 2 protokol 3
z 10x red¢eno Z nered¢eno
DNA DNA
AN AN
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
Y Y Y
PCR f01/r01 PCR f01/r01 PCR PCR PCR
protokol 1 protokol 1 f01/r01 f01/r01 f01/r01
protokol 1 protokol 2 protokol 3
AN AN

AN
\ \ v /

elektroforeza na 1 % agaroznem gelu

[ interpretacija rezultatov ]

Slika 7: Shema primerjave razli¢nih protokolov pomnoZevanja DNA z za skupino AP specifi¢no
ugnezdeno reakcijo PCR.
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3.2.2 Dolocanje nukleotidnega zaporedja genomskega odseka 16S/23S rRNA pri
fitoplazmah PD

izdelava
DNAvzorcev, pozitivnih na oligonukleotidnih
fitoplazmo PD zacetnikov PD1-f/r

in PD5-f/r

(program Primer Express)

L AR V. 2
N
PCR 6F/7R PCR P1/P7
protokol JP-A Protokol JP-B
J
A 4 A4 A 4
PCR PD1-f/r PCR PD1-f/r
protokol JP-A Protokol JP-B

T~

elektroforeza na 1% agaroznem gelu

/ ,

{ pozitivni vzorci ] { negativni vzorci

e e e e e e e e e -

izrezovanje produktov PCR iz ¢isCenje produktov PCR
agaroznega gela
(MinElute PCR Purification Kit)

(DNA Gel Extraction Kit)
/ izdelava oligonukleotidnih

zacetnikov JPR1/JPF1
doloc¢anje nukleotidnih zaporedl_] po Sangerjevi (program Primer express)

metodi s paroma oligonukleotidnih zacetnikov
PD1-f/r ter JPR1/JPF1 (Macrogen INC, Korea)

T~

obdelava nukleotidnih zaporedij s poravnavo vseh branj

enega vzorca, ter primerjava zaporedij razli€nih vzorcev
(racunalniski program Contig Express v Vectorju NTI)

Slika 8: Shema dolo¢anja nukleotidnega zaporedja genomskega odseka 16S/23S rRNA pri fitoplazmah
PD.
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3.3 REAKCIJE PCR ZA POMNOZEVANIE DNA FITOPLAZEM IZ SKUPINE AP

Za skupino AP specificne ugnezdene reakcije PCR smo izvajali za optimizacijo
diagnosti¢nega protokola ter za pridobitev produktov reakcije PCR, katerim smo nato
dolo¢ili nukleotidno zaporedje. V obeh primerih smo pomnozevali genomski odsek
16S/23S rRNA.
1. Optimizacija za skupino AP specifi¢ne ugnezdene reakcije PCR (slika 7):
- Preizkus uporabe razli¢nih red¢in DNA za analizo z ugnezdeno reakcijo
PCR.
- Preizkus uporabe razli¢nih protokolov (oznaceni kot protokol 1, 2 in 3)
za izvedbo ugnezdene reakcije PCR.

2. Pomnozevanje genomskega odseka 16S/23S rRNA fitoplazem PD za dolocitev
nukleotidnega zaporedja (slika 8):
- Optimizacija in primerjava uspesnosti pomnozevanja DNA z novima
paroma oligonukleotidnih zacetnikov PD1-f/r ter PD5f-r.
- Pomnozitev dela genoma fitoplazem PD s parom oligonukleotidnih
zaCetnikov PD1-f/r po protokolu JP-A oziroma JP-B.

3.3.1 Material

rokavice brez smukca
polistirenska posoda z ledom
stojalo za eppendorfove epruvete
sterilne eppendorfove epruvete (200 pl ,1.5 ml, 2 ml)
pipete s sterilnimi nastavki s filtri (1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 ul)
avtomatska pipeta
odlagalnik za rabljen material
vrtinénik (Vibromix 10, Tehtnica®)
namizna centrifuga za eppendorfove epruvete (Eppendorf MiniSpin® plus)
naprava za centrifugiranje in vrtincenje (Centrifuge/Vortex Multi Spin MSC-
3000)
. komora za pripravo reakcijskih meSanic PCR (BIOSAN DNA/RNA cleaner
UVT-S-AR)
. komora za dodajanje DNA v reakcijsko meSanico PCR (BIOSAN DNA/RNA
cleaner UVC/T-M-AR)
. komora za dodajanje produktov PCR v reakcijsko meSanico PCR (EHRET,
Biosafe 2)
aparatura PCR System 9700 GeneAmp PCR Cycler (Perkin Elmer)
zamrzovalnik, ki ohranja temperaturo - 20°C (NALGENE™ LabTop Cooler)
avtoklavirana bidestilirana H,O
oligonukleotidni zacetniki (preglednica 1)
kemikalije reakcije PCR proizvajalca Applied Biosystems
—  10x PCR Buffer II, Applied Biosystems/Roche, Cat. St. 58002026-1
—  MgCly, 25 mM, Applied Biosystems/Roche, Cat. St. 58002032-1
— dNTP MIX, 10mM, Applied Biosystems/Roche
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—  AmpliTaq® DNA Polymerase 5U/ul, Applied Biosystems/Roche, Cat.
St. 58002040-1
" kemikalije reakcije PCR proizvajalca Promega
—  5x green GoTaq Reaction buffer, Promega, Cat. St. M791A
—  PCR nukleotidi dATP, Cat. St. U120D
—  PCR nukleotidi dGTP, Cat. St. UI121A
—  PCR nukleotidi dCTP, Cat. St. U122D
—  PCR nukleotidi dTTP, Cat. St. U123U
—  GoTaq DNA Polymerase, Promega, Cat. St. M830A
. komplet za reakcije PCR proizvajalca Invitrogen
- Ii’latinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity, 5U/ ul, Invitrogen, Cat.
St. 11304011

Preglednica 1:Pregled oligonukleotidnih zacetnikov za reakcije PCR, ki smo jih uporabili v nalogi.

Oligonukleotindi | Nukleotidno zaporedje Tarca Vir

zaCetnik (5'—3)

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT | 16S rRNA Deng in Hiruki, 1991

P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT 23S rRNA

6F GAGTTTGATCCTGGCTCAGGAT 16S rRNA Modificiran P1 (Hren in
sod., 2007)

7R CGTCCTTCATCGGCTCTT 23S rRNA Enak kot P7

fol CGGAAACTTTTAGTTTCAGT 16S rRNA Lorenz in sod., 1995

r0l AAGTGCCCAACTAAATGAT 16S rRNA

3.3.2 Metoda

Vse reakcije PCR smo naredili po istih postopkih; razlikovale so se v sestavi reakcijske
meSanice PCR (preglednica 3, 5, 7, 9, 11), redCenju zacetnih vzorcev DNA, redCenju
produktov PCR ter v nastavitvah programa za reakcijo PCR (preglednica 4, 6, 8, 10, 12), ki
je potekala v aparaturi PCR System 9700 Gene Amp PCR cycler (preglednica 2).
Uporabljali smo pipete s filtri.

A. Priprava vzorcev za dodajanje v reakcijsko meSanico PCR (izolirana DNA ali
produkti PCR).

B. Izolirano DNA smo odtalili, zvrtin¢ili in centrifugirali. Priprava desetkratnih red¢in
DNA (36 pl sterilne bidestilirane H,O in stiri pl izolirane DNA) ter 30x in 100x
red¢in produktov PCR. Red¢ene vzorce smo zvrtinéili in centrifugirali. Priprava
reakcijske meSanice PCR:

1)  V komori za pripravo reakcijskih mesanic PCR smo odtalili vse kemikalije.
Nato smo jih zvrtin€ili ter centrifugirali.
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2)  Koli¢ina in vrsta kemikalij, ki smo jih dodali pri razli¢nih reakcijskih
mesanicah PCR, je navedena v preglednicah 3, 5, 7, 9, 11. Zaradi moznosti
napake pri pipetiranju smo vedno pripravili deset procentov vec reakcijske
mesanice, kot smo jo dejansko potrebovali za doloceno $tevilo reakcij.

3)  Pripravljeno reakcijsko meSanico smo zvrtinéili ter centrifugirali, nato pa
razdelili v oznacene 200 pl eppendorfove epruvete. Reakcijske meSanice
smo do analize hranili na ledu.

C. Dodajanje vzorcev z zacetno DNA ali produktov PCR v reakcijsko mesanico PCR
in vstavljanje le teh v napravo za pomnoZzevanje DNA.
1)  V komori za dodajanje produktov PCR ali zacetne DNA smo dodali dva pl

DNA oziroma produkta PCR, zvrtincili in centrifugirali.

2) Reakcije PCR smo izvajali v aparaturi PCR System 9700 Gene Amp PCR
cycler po protokolu, kot je navedeno v preglednici 4, 6, 8, 10, 12.
3)  Uspesnost pomnozevanja DNA smo preverili z gelsko elektroforezo.

Preglednica 2: Zgradba razli¢nih protokolov. Protokol JP-A je kon¢na verzija protokola, ki smo ga

med poskusi optimizirali in spreminjali. V nadaljevanju se ta vmesni protokol omenja kot protokol JP-

AX, vse razlike glede na protokol JP-A pa so omenjene zraven.

Ime Redéenje Sestava Nastavitve Redcenje Sestava Nastavitve
protokola vzorcev reakcijske | programaza | produktov reakcijske programa za
DNA meSanice za reakcijo PCR mesanice za ugnezdeno
reakcijo PCR ugnezdeno reakcijo
PCR reakcijo PCR
PCR
protokol 1 10x ali Ox preglednica | preglednica 100x preglednica preglednica
3 4 5 6
protokol 2 / preglednica | preglednica / preglednica preglednica
3 4 5 6
protokol 3 / preglednica | preglednica 30x preglednica preglednica
7 8 9 10
JP-A / preglednica | preglednica / preglednica preglednica
3 4 11 12
JP-B / preglednica | preglednica / preglednica preglednica
7 8 9 12

Preglednica 3: Sestava reakcijske mesanice reakcije PCR po protokolih 1, 2 in JP-A. Oligonukleotidni
zacCetniki, uporabljeni pri tej reakciji, so 6F/7R.

Reakcijska meSanica PCR Kon¢na koncentracija | pl za eno reakcijo
Sterilna bdH,0 16.28

10x pufer PCR 1x 4

MgCl, (25 mM) 2,5 mM 4

dNTP mix (10 mM) 150 uM 0,6

Zadetnik 6F (2,5 uM) 0,4 uM 6,4

Zadetnik 7R (2,5 uM) 0,4 uM 6,4

Polimeraza AmpliTaq (5U/ ul) 4U/100 pl 0,32

Skupaj 38
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Preglednica 4: Nastavitve programa za reakcijo PCR po protokolih 1, 2 in JP-A.

Predhodna denaturacija 95°C /2 min
Denaturacija 96°C/30s
Vezava zacetnikov 50°C/30s
PodaljSevanje 72°C / 3 min
Stevilo ciklov 40
Kon¢no podaljSevanje 72°C / 10 min
Kon¢na inkubacija 4°C /o

Preglednica 5: Sestava reakcijske meSanice ugnezdene reakcije PCR po protokolih 1 in 2.

Oligonukleotidni zacetniki, uporabljeni pri tej reakciji, so f01/r01.

Reakcijska meSanica PCR Konéna koncentracija | ul za 1 reakcijo
Sterilna bdH,0 17.8

10x pufer PCR 1x 4

MgCl, (25 mM) 2,5 mM 4

dNTP mix (10 mM) 150 uM 0,6

Zacetnik (f01 (2,5 uM) 0,35 uM 5,6

Zacetnik 101 (2,5 uM) 0,35 uM 5,6

Polimeraza AmpliTaq (5U/ pl) 5 U/100 pl 0,4

Skupaj 38

Preglednica 6: Nastavitve programa za ugnezdeno reakcijo PCR po protokolih 1 in 2.

Predhodna denaturacija 95°C /1 min
Denaturacija 94°C/30s
Vezava zacetnikov 54°C/30s
Podaljsevanje 72°C /1 min 30 s
Stevilo ciklov 35
Konéno podaljsevanje 72°C /10 min
Konéna inkubacija 4°C /0

Preglednica 7: Sestava reakcijske mesanice reakcije PCR po protokolih 3 in JP-B. Oligonukleotidni

zacetniki, uporabljeni pri tej reakciji, so P1/P7.

Reakcijska meSanica PCR Kon¢na koncentracija | pl za 1 reakcijo
Sterilna bdH,0 32,750

5x green GoTaq pufer 1x 10

dNTP mix (10mM) 200 uM 1

Zacetnik P1 (10 pM) 0,4 uM 2

Zacetnik P7 (10 pM) 0,4 uM 2

Polimeraza GoTaq 5U/ul 1,25U 0,250

Skupaj 48

Preglednica 8: Nastavitve programa za reakcijo PCR po protokolih 3 in JP-B.

Predhodna denaturacija 94°C / 2 min
Denaturacija 94°C / 1 min
Vezava zacetnikov 55°C/ 1 min
PodaljSevanje 72°C /2 min
Stevilo ciklov 36
Koncno podaljSevanje 72°C / 8 min
Kon¢na inkubacija 4°C /o
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Preglednica 9: Sestava reakcijske mesanice ugnezdene reakcije PCR po protokolih 3 in JP-B.
Oligonukleotidni zacetniki, uporabljeni pri tej reakciji, so f01/r01 (protokol 3) ali PD1-f/r (protokol
JP-B).

Reakcijska mesanica PCR Kon¢na ul za 1 reakcijo
koncentracija

Sterilna bdH,0 32,750

5x green GoTaq pufer 1x 10

dNTP mix (10mM) 200 uM 1

Zacetnikf01 ali PD-f (10 uM) 0,4 uM 2

Zacetnik 101 ali PD1-r (10 uM) 0,4 uM 2

Polimeraza GoTaq 5U/ul 1,25U 0,250

Skupaj 48

Preglednica 10: Nastavitve programa za ugnezdeno reakcijo PCR po protokolu 3.

Predhodna denaturacija 94°C /2 min
Denaturacija 94°C /1 min
Vezava zacetnikov 50°C /1 min
PodaljSevanje 72°C /2 min
Stevilo ciklov 38
Koncno podaljSevanje 72°C / 8 min
Konc¢na inkubacija 4°C/ o

Preglednica 11: Sestava reakcijske mesanice ugnezdene reakcije PCR po protokolu JP-A.
Oligonukleotidni zadetniki, uporabljeni pri tej reakciji, so PD1-f/r.

reakcijska meSanica PCR Kon¢na pl za 1 reakcijo
koncentracija

Sterilna bdH,0 37,7

10x pufer PCR 1x 5

MgSO, (50 mM) 2mM 2

dNTP mix (10 mM) 200 uM 1

Zacetnik PD1-f (10 uM) 0,2 uM 1

Zacetnik PD1-r (10 uM) 0,2 uM 1

Polimeraza Platinum Taqg (5U/ ul) | 1,5U/100 ul 0,3

Skupaj 48

Preglednica 12: Nastavitve programa za ugnezdeno reakcijo PCR po protokolih JP-A in JP-B.

Predhodna denaturacija 94°C /2 min
Denaturacija 94°C/30s
Vezava zacetnikov 53°C/ 30s
Podaljsevanje 68°C /2 min
Stevilo ciklov 35
Konéno podalj$evanje 68°C / 10 min
Konc¢na inkubacija 4°C /o
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34 AGAROZNA GELSKA ELEKTROFOREZA

Agarozno gelsko elektroforezo smo uporabili za preverjane uspesnosti pomnozitve DNA in
za preverjanje uspesnosti izolacije produktov PCR za nadaljnje dolocanje nukleotidnih
zaporedij.

3.4.1 Material

= nitrilne rokavice

. parafilm

. Skarje

=  Agaroza, Sigma, A-9539

" erlenmajerica

= tehtnica, Sartorius, BP 310 S

" laboratorijski pribor

" banjica za elektroforezo, Biorad

. glavnicki in nosilci za gele, Biorad

" pipete z nastavki

" EDTA, Sigma, E-5140

" Tris-HCL, Sigma, T-5594

u bd HZO

. papirnate brisace

. mikrovalovna pecica

. libela

. nanasalni pufer 6x Loading Dye, Fermentas

" 50% glicerol

" raztopina etidijevega bromida, 10mg/ml, Sigma, E-1510

" oznadevalec dolzine fragmentov Gene Ruler” 100 bp DNA Ladder Plus,
Fermentas, Cat. St. SM0321

. vir elektri¢ne napetosti, Biorad Powerpack 3000

. racunalnik povezan z aparaturo za fotografiranje gelov v UV spektru,
Biosystematica, UV prosystem

3.4.2 Metoda

Od tretjega koraka dalje smo vedno uporabljali nitrilne rokavice, saj je etidijev bromid za
¢loveka kancerogen.

1.  Najprej smo pripravili 50 x koncentriran pufer TAE. V preglednici 13 so naStete
kemikalije, ki smo jih uporabili pri sestavi pufra TAE . Po koncu priprave smo
pufer 50x red¢ili, tako da smo dobili 1x pufer TAE.

2. NanaSalni pufer (6x loading dye) smo red¢ili z glicerolom z namenom odstranitve
lis na agaroznem gelu pri slikanju pod UV lu¢jo. Zmesali smo 500 pl 50%
glicerola s 50 pl 6 x koncentriranega nanasalnega pufra.
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3. Pri pripravi agaroznega gela smo morali biti pozorni na velikost banjice in
nosilca, ki smo ju uporabili. Sestave agaroznih gelov glede na velikosti banjice in
nosilca so predstavljene v preglednici 14.

Preglednica 13: Pregled sestavin 50x pufra TAE.

50x pufer TAE Za 1000 ml:

Tris — Base 2429

Ledocetna kislina 57,1 ml

0.5 M EDTA (ph=8.0) 100 ml

bd H,O dopolnimo do kon¢nega volumna 1000 ml

Preglednica 14: Sestavine za pripravo agaroznega gela glede na velikost banjice in nosilca.

Nosilec Volumen | Sestavina | 1% agarozni gel | 2% agarozni gel | Etidijev bromid
Manjsi za malo 40 ml 1x TAE 40 mi 40 ml 0,2 ul

banjico agaroza 0449 0,89

Manjsi za srednjo 60 ml IX TAE 60 ml 60 ml 0,3 pul

banjico agaroza 0,69 1,29

Vedji za srednjo 80 ml 1x TAE 80 ml 80 ml 0,4 ul

banjico agaroza 0,89 169

Vedji za veliko 180 mli 1x TAE 180 ml 180 ml 0,9 ul

banjico agaroza 189 3,60

4.

Agarozo in pufer TAE smo dali v erlenmajerico. Ustje erlenmajerice smo
zatesnili s papirnato brisaco ter jo segrevali v mikrovalovni pecici do vretja oz.
dokler se agaroza ni raztopila.

Ohlajeni raztopini agaroze smo dodali etidijev bromid (10mg/ml) ter dobro
premesali. Agarozo smo razlili po nosilcu z glavnickom.

Trden agarozni gel smo skupaj z nosilcem prenesli v banjico za elektroforezo.
Dolili smo 1x pufer TAE in z njim prekrili agarozni gel. Nato smo odstranili
glavnicek.

Na parafilm smo nanesli od dva do pet ul velike kapljice razred¢enega
nanaSalnega pufra (6x loading dye in 50% glicerol). Prvi kapljici smo dodali en
ul dolZinskega oznacevalca (Gene Ruler® 100 bp DNA Ladder Plus), ju
premesali na parafilmu in prenesli v prvo luknjico na gelu. Ostalim kapljicam
smo dodali 12-25 ul produktov PCR, jih na parafilmu premesali ter prenesli v
luknjice na gelu.

Pokrov banjice smo zaprli, s ¢imer smo banjico povezali z virom elektri¢ne
napetosti. Elektroforeza je potekala 30-60 min pri 70-100 V, 400 mA in 250 W.
Po koncani elektroforezi smo gel prenesli v aparaturo za fotografiranje gelov v
UV spektru, ter ga fotografirali s pomocjo racunalniskega programa UVI Photo
MV.
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35 IZOLACIJA PRODUKTOV PCR ZA NADALJINJE DOLOCANIJE
NUKLEOTIDNEGA ZAPOREJA

35.1 Cis¢enje produktov PCR iz elektroforeznega gela s pomoé&jo kompleta DNA
Gel Extraction Kit

3.5.1.1 Material

= elektroforezni gel s produkti PCR

" rezila za enkratno uporabo

DNA Gel Extraction Kit, Millipore Corporation, Bedford, MA, Cat. St. LSKG
ELO 50

ocala za gledanje modre svetlobe

transiluminator modre svetlobe

navadne in nitrilne rokavice

namizna centrifuga Eppendorf 5417R

3.5.1.2 Metoda

Produkte PCR smo izrezali iz gela ter jih ocistili s kompletom DNA Gel Extraction Kit po
navodilu proizvajalca (DNA Gel Extraction Kit, Millipore Corporation, Bedford, MA, Cat.
St. LSKG ELO 50).

35.2 Cistenje produktov PCR z uporabo kompleta MiniElute® PCR purification
Kit

3.5.2.1 Material

produkti PCR

MiniElute® PCR purification kit, Qiagen, Cat. St. 28004
namizna centrifuga Eppendorf 5417R

rokavice

pipeta z nastavki (1000 pl, 200 pl, 100 pl, 10 pl)
eppendorf epruvete z varnostnim zapiralom (1,5 ml)
stojalo za eppendorfove epruvete

3.5.2.2 Metoda

Produkte PCR smo oéistili z uporabo kompleta MiniElute® PCR purification Kit po
navodilu proizvajalca (MinElute PCR Purification Kit, Qiagen, Cat. St. 28004).

Odstopanja od navodil proizvajalca:
—  Priproduktih PCR, pomnoZenih po protokolu JP-B, je bila reakcijska meSanica
zelena. Zaradi tega nismo mogli zaznati morebitne spremembe barve, ki bi
nastala kot posledica neustreznega pH po dodatku pufra PB z indikatorjem pH.
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Neustrezen pH smo zaznali s papirnatim indikatorjem pH, ter ga popravili z
dodajanjem 10 pl 3 M natrijevega acetata.
—  ociscen produkt PCR smo dvakrat eluirali z10 pl pufra EB.

3.6 RACUNALNISKA IZDELAVA OLIGONUKLEOTIDNIH ZACETNIKOV PD1-
F/R, PD5-F/R IN JPR1/JPF1

Iz podatkovne baze NCBI Nucleotide smo v program Primer Express prenesli objavljeno
zaporedje gena, ki smo ga Zeleli pomnoziti. V programu smo si izbrali Zelene zacetne
parametre (velikost za¢etnikov od 17-23 nukleotidov, velikost amplikona vsaj 1500 bp,
vsebnost GC v zacetniku 40-60%, Tm zacetnika 52-59°C). Program je nasel veliko parov
zaCetnikov, ki so ustrezali danim parametrom, zato smo med njimi poiskali tiste, ki niso
tvorili nezaZelenih sekundarnih struktur. NajprimernejSim parom zacetnikov smo s
pomocjo orodja BLAST poiskali vsa homologna zaporedja v bazi podatkov NCBI
Nucleotide. Ujemanja zacetnikov z nukleotidnimi zapored;ji drugih organizmov so
pomenile nezadostno specifi¢nost za¢etnikov, zato smo le te izlo¢ili iz izbora.

3.7 OBDELAVA NUKLEOTIDNIH ZAPOREDIJ

3.7.1 Nukleotidna zaporedja prebranih vzorcev

Nukleotidno zaporedje so dolo¢ili v Macrogen INC, Korea. Vsak vzorec je bil bran
Stirikrat, dvakrat z dvema smiselnima zacetnikoma (PD1-f ter JPF1) in dvakrat z dvema
protismiselnima zac¢etnikoma (PD1-r ter JPR1). S hitrim vpogledom smo ugotovili katera
nukleotidna zaporedja so bila dovolj uspesno prebrana(QV=>20 je moral biti nad 700), ter le
ta prenesli v nadaljnjo racunalni$ko obdelavo. Da smo lahko uspe$no analizirali zaporedje
enega vzorca, so morala biti uspeSna vsa §tiri branja. Najprej smo na kromatogramih
preverili, ¢e so vrhovi dovolj €isti, in odrezali slabo prebran zacetek in konec zaporedja.
Nato smo vsa §tiri zaporedja vzporedili v soseske (ang. contig) s pomocjo programa Contig
Express. Neujemanja med smiselnimi in protismiselnimi zaporedji smo preverili na
kromatogramih s primerjanjem kakovosti vrhov neujemajocih nukleotidov. Nukleotid s
kakovostnejsSim vrhom smo sprejeli kot pravilno prebran. Po koncani analizi vsakega
izmed zaporedij smo jih vse vzporedili v sosesko in jih primerjali med seboj. V kolikor
smo po ponovnemu ogledu kromatograma razlike Se vedno smatrali za pravilne, smo jih
lahko zabelezZili kot mutacije.

3.7.2 Primerjava nukleotidnih zaporedij iz baze podatkov NCBI

V bazi podatkov NCBI Nucleotide smo poiskali dolo¢en gen Zelenega tipa fitoplazme, ter s
pomocjo orodja BLAST pridobili vsa podobna nukleotidna zaporedja tega gena, ki so
kdajkoli bila objavljena v podatkovni bazi. VVsa dobljena zaporedja smo prenesli v program
Contig Express, kjer smo s pomoc¢jo vzporejanja le teh pridobili podatke o njihovi
podobnosti znotraj razlicno Sirokega sorodstva fitoplazem.
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4 REZULTATI

41 OPTIMIZACIJA DIAGNOSTICNEGA PROTOKOLA FITOPLAZEM 1Z
SKUPINE AP Z UGNEZDENO REAKCIJO PCR

41.1 Primerjava uspesSnosti reakcije PCR po protokolu 1 z desetkrat red¢eno ter
nered¢eno DNA

Poskus je zajemal pet vzorcev DNA, ki so bili predhodno okarakterizirani kot pozitivni na
fitoplazme tipa AP, PD in ESFY. Vsak vzorec DNA smo testirali dvakrat; prvi¢ kot
nered¢eno DNA, drugi¢ pa smo jih pred reakcijo PCR desetkrat redcili. Vse vzorce smo
pomnozevali po protokolu 1. Rezultati poskusa so prikazani na sliki gelske elektroforeze

(slika 9).

756/08 728/08  760/08 986/07 1051/07 63/08 630/08 NKP2
AP ESFY PD ESFY PD AP+ PD+
986/07 1051/07 756/08 728/08 760/08 680/08 NKP1
ESFY PD AP ESFY PD ESFY+

:

ner. ner. ner. ner. ner. 10x 10x 10x 10x 10x Kkonirole

M: Gene Ruler ™ 100bp Phis DNA Ladder, Fermentas

Slika 9: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu 1; 1% agarozni gel; 63/08 je pozitivha
kontrola za fitoplazmo AP, 680/08 je pozitivha kontrola za fitoplazmo ESFY, 630/08 je pozitivha
kontrola za fitoplazmo PD; NKP1 je negativna kontrola poskusa reakcije PCR, NKP2 pa je negativna
kontrola poskusa ugnezdene reakcije PCR; znak ner. v spodnjem delu slike oznacuje nered¢en vzorec,
znak 10x pa predstavlja desetkrat red¢en vzorec.

Testiranje neredCenih vzorcev DNA po protokolu 1 kaze ve¢jo uspeSnost pomnozevanja,
saj so bili vsi vzorci pozitivni. Od tega je bil Sibko pozitiven le vzorec 760/08, medtem ko
so bili ostali Stirje vzorci moc¢no pozitivni. V primeru testiranja desetkrat redCene DNA
smo dobili Sibek signal le za tri vzorce (756/08, 728/08 in 1051/07), medtem ko sta vzorca
986/07 in 760/08 negativna.

4.1.2 Preizkus uporabe razli¢nih protokolov za izvedbo ugnezdene reakcije PCR,
specifi¢ne za fitoplazme iz skupine AP

Primerjali smo ob¢utljivost treh protokolov za izvedbo ugnezdene reakcije PCR z
zacetniki, specificnimi za fitoplazme iz skupine AP. V poglavju 3.3 so primerjani protokoli
oznaceni kot protokol 1, 2 in 3. V primerjavo smo vkljucili vzorce z razli¢no koncentracijo
fitoplazemske DNA fitoplazem AP, PD in ESFY. Koncentracija fitoplazemske DNA je
bila ocenjena na podlagi rezultatov specifi¢nih testov reakcije PCR v realnem casu.
Rezultati vseh treh reakcij so vidni na slikah gelske elektroforeze (slika 10, 11, 12).
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NKP2

NEP1

- o e ol el bl o

M M

I: Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Fermentas

Slika 10: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu 3; 1% agarozni gel; NKP1 je negativna
kontrola poskusa reakcije PCR, NKP2 je negativna kontrola poskusa uvgnezdene reakcije PCR; M -
vzorec z veliko taréne DNA, S - vzorec s srednjo koli¢ino taréne DNA, S - vzorec z malo taréne DNA.

630/08 631408 767/08 282/08 1802/09 1208
PD 760/08 PD 105307 AP 953007 ESFY 62/08 ESFY 1206/09 ESFY NKPI
FD FD AP AP ESFY

o

M 3

M: Gene et T 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas

Slika 11: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu 2; 1% agarozni gel; velikost fragmentov
okoli 1100 bp; NKP1 je negativna kontrola poskusa reakcije PCR, NKP2 je negativna kontrola
poskusa ugnezdene reakcije PCR; M - vzorec z veliko taréne DNA, S - vzorec s srednjo koli¢ino taréne
DNA, S - vzorec z malo taréne DNA.
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630/08 631 /08 TET08 288/08 1802/09 12/08
PD 760/08 FD 1053/07 AP 958/07 ESFY 62/08 ESFY 1206/09 ESFY NKFP1
PD PD AP AP ESFY

NKP2

1100 by i

M 8 SO
I: Gene Ruler T 100bp Plus DN A Ladder, Ferraentas

Slika 12: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu 1; 1% agarozni gel; velikost fragmentov
okoli 1100 bp; NKP1 je negativna kontrola poskusa reakcije PCR, NKP2 je negativna kontrola
poskusa ugnezdene reakcije PCR; M - vzorec z veliko taréne DNA, S - vzorec s srednjo koli¢ino tarcne
DNA, S - vzorec z malo taréne DNA.

Protokol 3 (slika 10) se je izkazal kot najobcutljive;jsi, saj smo dobili pozitiven rezultat za
vseh 11 vzorcev. Pri protokolu 1 (slika 12) smo dobili pozitiven rezultat le za Sest vzorcev
(630/08, 631/08, 288/08, 62/08, 1802/09, 1206/09), medtem ko je bilo pet vzorcev
negativnih (760/08, 1053/07, 767/08, 958/07, 12/08). Protokol 2 (slika 11) je dal boljse
rezultate kot protokol 1 (slika 12), saj je kar deset vzorcev pozitivnih, negativen pa le eden
(12/08). Vzorca 760/08 in 1053/07 sta bila sicer zelo $ibko pozitivna in bi se njune
produkte PCR tezko uporabilo za dolo¢anje nukleotidnega zaporedja. Prikaz uspe$nosti
vseh treh protokolov je prikazan v preglednici 15.

Preglednica 15: Primerjava uspe$nosti treh razli¢nih protokolov za ugnezdeno reakcijo PCR z
zacetniki, specifinimi za fitoplazme iz skupine AP.

Vrsta protokola Uspesno pomnozeni | UspeSno pomnozeni Uspesno Skupno Stevilo
vzorci PD vzorci AP pomnozeni vzorci | uspe$no pomnoZenih
ESFY vzZorcev
Protokol 3 414 414 313 11/11
Protokol 2 414 414 213 10/11
Protokol 1 2/4 2/4 213 6/11

4.2 DOLOCANJE NUKLEOTIDNEGA ZAPOREDJA V RAZLICNIH IZOLATIH
FITOPLAZME PD

4.2.1 Sinteza oligonukleotidnih zacetnikov PD1-f/r in PD5-f/r ter optimizacija

njihove uporabe pri ugnezdeni reakciji PCR

4.2.1.1 Primerjava zgradbe in lastnosti obeh parov zacetnikov

Produkti ugnezdene reakcije PCR z oligonukleotidnimi zacetniki f01/r01 so dolgi okoli
1100 baznih parov. Nas namen pa je bil pomnoziti maksimalno dolZino nukleotidnega
zaporedja, ki ga dobimo po prvem pomnozevanju z univerzalnimi za¢etniki, in je dolgo
okoli 1750 baznih parov. S pomo¢jo programa Primer Express smo izdelali dva para
oligonukleotidnih zacetnikov. Oba smiselna in oba protismiselna zacetnika se veZeta na
DNA le nekaj deset baznih mest pro¢ od mesta vezave univerzalnih zacetnikov 6F/7R in
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P1/P7. Tako nam oba para zacetnikov omogocata pomnozitev ve¢ kot 1700 bp dolgega
fragmenta, ki vkljucuje del gena 16S rRNA in 23S rRNA ter vmesno regijo med njima.
Lastnosti obeh parov oligonukleotidnih zacetnikov so v preglednici 16 ter na slikah 13 in

14.

Preglednica 16: Osnovne znac¢ilnosti sintetiziranih oligonukleotidnih za¢etnikov; Tm predstavlja
temperaturo, ko se 50% zacetnikov veZe na DNA; vsebnost GC pove koliko % zacetnika je

sestavljenega iz gvanina ali citozina.

Oligonukleotidni Zaporedje Stevilo Tm Tarca Vsebnost
zaletnik (5'—>3") baz [°C] GC
PD1-f TGGCGGCGTGCCTAATA 17 55.2 16SrRNA | 58.8%
PD1-r TCCACTGTGCGCCCTTA 17 55.2 23STRNA | 58.8%
PD5-f CTGGCGGCGTGCCTAATA 18 58.2 16SrRNA | 61.1%
PD5-r CCAAGGCATCCACTGTGC 18 58.2 23srRNA | 61.1%
PDI1-f PD1-r

=
TGCCTALTR TCCACTRTRCGCCCTTR
} L O]

FD1-fin PD1-r

TGECEEOGTIGCCTAATR

ATTCCCGOGTGTCAMT

Slika 13: Sekundarna struktura ali »hairpin« obeh oligonukleotidnih zac¢etnikov (zgoraj) in njun

dimer (spodaj).

PD5-1 PD5rx
CTEGCEECSTECCTRET CCRAGGCATCCACTGIGE
PDS-f i PDSr

EIEECGGEGIGECIH&IA
CGTGTCACCTACGEAAME

Slika 14: Sekundarna struktura ali »hairpin« obeh oligonukleotidnih zadetnikov (zgoraj) in njun

dimer (spodaj).
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Kot je razvidno iz preglednice 16 in slik 13 ter 14, imata oba para oligonukleotidnih
zacetnikov isto Tm, primerno dolzino ter visoko vsebnost GC, ki je pomembna pri
obstojnosti zaCetnikov. Njun dimer ne tvori nezazelenih oblik, saj se le te pojavijo, ko se
smiselni zaCetnik popolnoma prilega protismiselnemu zacetniku, ali pa ¢e se zacetnika
prilegata s 3' koncem drug na drugega. Teoreticna velikost amplikona po ugnezdeni
reakciji PCR z zacetnikoma PD1-f/r je 1725 bp, z zacetnikoma PD5-f/r pa 1734 bp.

4.2.1.2 Primerjava rezultatov ugnezdene reakcije PCR z uporabljenima paroma
zaCetnikov

Oba zacetnika smo uporabili v ugnezdeni reakciji PCR. Za testne vzorce smo vzeli vzorce
fitoplazme PD (1041/07, 629/08, 630/08 in 685/08). Uporabili smo protokol JP-AX. Pri
ugnezdeni reakciji PCR z zacetnikoma PD1-f/r smo uporabili koncentracijo polimeraze
3U/100 pl, pri reakciji z zacetnikoma PD5-f/r pa 2U/100 pl. Temperatura vezave
oligonukleotidnih zacetnikov je bila 52 °C. Na spodnjih dveh slikah (slika 15 in 16) so
vidni rezultati obeh ugnezdenih reakcij PCR.

1041707 629/08 630/08 635/08 IV

3000 bp

2000 bp .

1500 bp ey @Rl gl v —
1200bp

II: Gene Ruler ™ [00bp Plus DNA Ladder, Ferrentas

Slika 15: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu JP-AX z zadetniki PD1-f/r; 2% agarozni gel;
velikost fragmentov je okoli 1730 bp; NKP je negativna kontrola poskusa ugnezdene reakcije PCR.
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M 104107 62908 63008 68508 NKP

3000 bp

2000 bp —
1200 bp -

1000 DD cn—

M: Gene Fuler 4 100bp Phas DN A Ladder, Fermentas

Slika 16: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu JP-AX z zadetniki PD5-f/r; 2% agarozni gel;
velikost fragmentov je okoli 1730 bp; NKP je negativna kontrola poskusa ugnezdene reakcije PCR.

Oba para zacetnikov sta se izkazala kot uspesna, saj so bili vsi §tirje vzorci fitoplazme PD
pomnozeni, fragmenti DNA pa kaZejo velikost okoli 1730 bp. Pri nadaljnjem
pomnoZzevanju vzorcev smo uporabljali zacetnike PD1-f/r. Koncentracija polimeraze
Platinum Taq je bila primerna pri obeh poskusih, torej je koncentracija 2 U/100 ul zadostna
za potek ugnezdene reakcije PCR.

4.2.1.3 Optimizacija uporabe zac¢etnikov PD1-f/r pri ugnezdeni reakciji PCR

Ugnezdeno reakcijo PCR smo izvajali po protokolu JP-AX z zacetniki PD1-f/r. Vezava
zacetnikov je bila pri 52 °C, koncentracija polimeraze pa 2U/100 pl. Analizirali smo 30
vzorcev DNA, ki so bili ze predhodno potrjeni kot pozitivni na fitoplazmo PD (preglednica
19). Rezultati ugnezdene reakcije PCR so vidni na sliki 17. Uspe$no pomnoZene produkte
PCR smo nato ocistili in poslali na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja.



Pavsic, J. Genska raznolikost izolatov fitoplazem skupine AP v Sloveniji 34
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Biologijo, 2011

M 1580/09 53/08 55108 119/08 764/028 760/08 1008/07 105307 105107 104107
1581/09 54/08 115/08 120/08 M 761/03 105207 105407  1040/07

1730 bp

1188
JHH

"
"

M 179409  630/08 877407 763108 685102 79707 184209
629/03 631/028 14923/09  769/08 M 1066/07 NKP

1730 bp -

e .

o= -
=

—tf

M: Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas

Slika 17: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu JP-AX; 2% agarozni gel; NKP je negativna
kontrola poskusa ugnezdene reakcije PCR.

Kar nekaj vzorcev je po ugnezdeni reakciji PCR dalo poleg specifi¢nih tudi nespecifi¢ne
pomnozke (produkti ugnezdene reakcije PCR, ki so na gelu vidni kot krajsi ali daljsi od
specifi¢nih). Odlo¢ili smo se spremeniti do tedaj uporabljen protokol JP-AX, tako da smo
koncentracijo polimeraze Platinum Taq zmanj$ali iz dva na 1,5 U/100 pl, temperaturo
vezave zacetnikov pa zvisali iz 52 °C na 53 °C. Uporabili smo protokol JP-A. V poskus
smo vkljuéili le tistih nekaj vzorcev, pri katerih smo s prvim protokolom JP-AX dobili
poleg specifi¢nih tudi nespecifiéne pomnozke. Rezultati novega poskusa so na sliki 18.
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1040/07 629/08 631/08 635/08 79707 1066/07

1730 bp —— s Emntn * — - m—

M: Gene Ruler ™ 100bp Plus DNA Ladder, Fermentas

Slika 18: Produkti ugnezdene reakcije PCR po protokolu JP-A; 2% agarozni gel; velikost fragmentov
okoli 1730 bp; NKP je negativna kontrola poskusa ugnezdene reakcije PCR.

4.2.2 Cis¢enje produktov PCR z uporabo kompletov DNA Gel Extraction Kit in
MinElute PCR Purification Kit.

Z uporabo kompleta DNA Gel Extraction Kit smo o¢istili pet vzorcev (1580/09, 1581/09,
53/08, 1040/07, 630/08). Metoda, ki temelji na uporabi kompleta MinElute PCR

1053/07, 1051/07, 1794/09, 877/07, 768/08, 685/08). Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja
vzorcev, ki so bili o¢is¢eni na en ali drugi nacin, je potekalo s parom oligonukleotidnih
zacCetnikov PD1-f/r. Z uporabo kompleta DNA Gel Extraction Kit je bilo uspesno
prebranih Sest od desetih zaporedij. Z uporabo kompleta MinElute PCR Purification Kit pa
je bilo od 16 branj uspesnih le osem. Kljub temu smo zaradi enostavnosti samega ¢iScenja
v nadaljevanju za cis¢enje produktov PCR uporabljali komplet MinElute PCR Purification
Kit.

4.2.3 Dolocanje nukleotidnega zaporedja produktov PCR

4.2.3.1 Optimizacija postopka dolo¢anja nukleotidnega zaporedja produktov PCR

Nukleotidna zaporedja pomnoZenih vzorcev smo najprej poskusili dolo€iti s pomocjo para
oligonukleotidnih zacetnikov PD1-f/r. Celoten pomnoZeni odsek DNA naj bi bil dolg okoli
1730 baznih parov, z enim branjem pa lahko dobro preberemo le 900 bp dolgo zaporedje.
Torej nam branje z le enim parom zacetnikov ni dalo celotnega 1730 bp dolgega
smiselnega in protismiselnega zaporedja. Z namenom kakovostne dolocitve celotnega
nukleotidnega zaporedja smo v programu Primer Express izdelali nov par
oligonukleotidnih zacetnikov JPF1 in JPR1. Njune lastnosti so predstavljene v preglednici
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17. Oba zacetnika se vezeta na DNA priblizno na sredini amplikona (slika 19). S tem smo
celoten del zaporedja pokrili tako z branjem v smiselni smeri kakor tudi z branjem v
protismiselni smeri.

Preglednica 17: Osnovne znadilnosti izdelanih oligonukleotidnih zacetnikov JPF1/R1; Tm predstavlja

temperaturo, ko se 50% zacetnikov veZe na DNA; vsebnost GC pove koliko % zacetnika je
sestavljenega iz gvanina ali citozina.

Oligonukleotidni Zaporedje Stevilo baz Tm [°C] Vsebnost
zaCetnik (5'—3) GC
JPF1 GCATTAAGTACTCCGCCTGAGT 22 56 50 %
JPR1 AAACAACATGATCCACCGCT 20 57 45%

‘ PDI-1 .

JPR1

. PDI-f ,

Slika 19: Grafi¢ni prikaz mesta vezave oligonukleotidnih zacetnikov ter smer delovanja polimeraze.
Zacetniki so oznaceni s sivimi kvadrati, puS¢ica, ki izhaja iz njih, pa predstavlja smer in dolZino
delovanja polimeraze. S ¢rnima ¢rtama je oznacena dvojna vija¢nica DNA, dolga okoli 1730 bp, ki smo
jo predhodno pomnoZili. Z rdeco barvo je oznaceno dolocanje zaporedja, ki ga omogocita zacetnika
JPF1/JPR1, z zeleno barvo pa dolo¢anje zaporedja, Ki ga omogoc¢ata zacetnika PD1-f/r.

4.2.3.2 Primerjava uspesnosti dolo¢anja nukleotidnega zaporedja produktov PCR,
pomnoZzenih z razlicnimi protokoli

Doloc¢anje nukleotidnega zaporedja ni bilo uspesno za vsak vzorec. Primer kromatograma
uspesno prebranega nukleotidnega zaporedja je viden na sliki 20, primer kromatograma
neuspelega branja pa na sliki 21. V optimalnih razmerah bi za dolo¢itev nukleotidnega
zaporedja 30 vzorcev s Stirimi oligonukleotidnimi zacetniki opravili 120 branj. Ker pa
branje ni vedno uspelo, smo morali neuspesno prebrane produkte PCR ponovno pomnoziti
z ugnezdeno reakcijo PCR ter jih nato poslati na novo branje. Tako smo opravili 268 branj,
od tega 220 narejenih po protokolih JP-A in JP-AX ter 48 po protokolu JP-B. Uspesnost
doloc¢anja nukleotidnega zaporedja produktov PCR enega in drugega protokola je vidna v
preglednici 18.
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170 180 150 200 210 220 230 24
AGATGATATTTTCCTTAGAAAGGAGGTGATCCATCCCCACCTTCCGGTAGGGATACCTTGTTACGACTTAACCCOCAA

Slika 20: Primer kromatograma uspelega dolo¢anja nukleotidnega zaporedja. Vrhovi so samostojni in
se ne prekrivajo.

30 160 170 180 190 200 210
'GGETGACGTAACGGCTC ATC AGACGAT G AT GCGA AACCAACCTGA TOGGGCGACCGEG TG CACTGGGA

mi‘ m »Mm M A“ L ‘&'HIJJ'\ .m”ﬂ:““”hﬂirl‘bh\ .‘ﬁL Ml ,IL_;.

Slika 21: Primer kromatograma neuspelega dolo¢anja nukleotidnega zaporedja. Vrhovi se prekrivajo.

Preglednica 18: Primerjava uspe$nosti dolo¢anja nukleotidnega zaporedja produktov PCR. S temno
zeleno barvo so oznaceni produkti PCR, ki so bili pomnoZeni po protokolih JP-A in JP-AX. Vseh $est
serij je imelo skupno osnovno reakcijo PCR, nato pa je sledilo Sest ugnezdenih reakcij PCR. Z modro
barvo so obarvani produkti PCR, pomnozZeni po protokolu JP-B.

Datum branja Stevilo vseh branj | Stevilo zadovoljivih | Razmerje med
vzorcev branj uspelimi in
neuspelimi branji

4.2.3.3 Analiza in primerjava nukleotidnega zaporedja genomskga odseka 16S/23S rRNA
fitoplazme PD

Od 30 izolatov PD, ki smo jih uporabili v raziskavi (preglednica 19), smo po osmih branjih
dobili popolna zaporedja 23 vzorcev, dolga okoli 1630 bp. Zacetek in konec zaporedja smo
morali skrajSati za pribliZzno 50 baznih parov na vsakem koncu, saj so bili le ti zaradi
slabega zacetnega delovanja polimeraze slabSe prebrani. Vzporeditve v soseske s
programom Contig Express v Vectorju NTI so pokazale tri razli¢ne tipe zaporedij, ki smo
jih oznacili kot tip zaporedja A, B in C. Poravnave celotnih nukleotidnih zaporedjih so
natancneje prikazane v prilogi D.
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Preglednica 19: Stevilka vzorcev in njihov tip zaporedja, lokacija nabiranja ter sorta. Z rjavo barvo so
oznaceni vzorci, katerim nismo dolo¢ili zaporedja. VVzorci s tipom zaporedja A so oznaceno z zeleno
barvo, vzorci s tipom zaporedja B z oranzno in vzorci s tipom zaporedja C z modro barvo.

Stevilka Tip zaporedja Lokacija vzorca Sorta
vzorca/letnica

Tipu zaporedja A pripada 20 vzorcev, tipu B eden ter tipu C dva vzorca. Vsi trije vzoreci, Ki
odstopajo od osnovnega tipa A, so bili nabrani v okolici Celja. Vzorca 764/08 in 1041/7 sta
bila najdena na sorti rde¢a Viljamovka, medtem ko je bil vzorec 1040/07 izoliran iz sorte
Kledzo. Oba vzorca s tipom zaporedja C sta bila nabrana leta 2007, medtem ko je bil
vzorec s tipom B nabran leta 2008. Vseh ostalih 20 vzorcev ima zaporedje tipa A, Ceprav
so si leto nabiranja, geografska pozicija ter sorta med seboj razli¢ni. Razlika med tipoma
zaporedja A in B je v §tirih bazah, razlika med tipoma B in C je v eni bazi, razlika med
tipoma A in C pa je v petih bazah. Grafi¢ni prikaz lokacij razlik med tipi zaporedij je
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podan na sliki 22. Natan¢neje pa so mutacije, ki so povzrocile razli¢ne tipe zaporedij,
predstavljene v preglednici 20.

Zaporedje tipa A

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
. ! | ' ! ! | | | [\ ! | | | |

Zaporedie tipa B
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

M1 M2 M3 M4

Zaporedje tipa C

0 200 400 GO0 S00 1000 1200 1400 1600

M1 M2 M3 M4 M5

Slika 22: Grafi¢na predstavitev razlik med tipi zaporedja A, B in C. Zaporedje je dolgo okoli 1630 bp.
Z rumeno barvo so oznacene ¢rte, ki s pomodjo Stevila nad njimi oznacujejo dolZino zaporedja. Znaki
od M1 do M5 predstavljajo spremembo nukleotida, ki je natan¢neje opisana v preglednici 20.

Preglednica 20: Opis nastalih mutacij med zaporediji fitoplazme PD. Za prvotno zaporedje smo vzeli
tip A, tipa B in C pa sta mutirana.

Oznaka mutacije Nukleotid pri tipu | Nukleotid pri tipu B Vrsta mutacije
A infali C
M1 C T tranzicija
M2 A C transverzija
M3 C T tranzicija
M4 A / delecija
M5 / A adicija

43 PRIMERJAVE PODOBNOSTI NERIBOSOMSKIH GENOV TER NJIHOVIH
AMINOKISLINSKIH PRODUKTOV PRI FITOPLAZMAH 1Z SKUPINE AP

Za boljSe razlikovanje med razlicnimi genotipi fitoplazem iz istega taksona 'Ca.
phytoplasma’, smo za vsako fitoplazmo iz skupine AP (fitoplazma PD, AP in ESFY)
poiskali gen ali genomski odsek, ki bi lahko postal nov kandidat pri iskanju razli¢nih
genotipov. Razlike med nukleotidnimi zaporedji dolo€enih genov ali genomskih odsekov
so grafi¢no predstavljene za vsak odsek posebej. Prav tako so graficno predstavljene
razlike v AK zaporedju proteina, ki ga kodira posamezni gen. Seznam uporabljenih
nukleotidnih zaporedij je v prilogi B, seznam AK zaporedij pa je v prilogi C. Do obeh vrst
zaporedij smo dostopali na internetni podatkovni bazi NCBI.
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4.3.1 Primerjava podobnosi dela gena secY ter njegovih aminokislinskih produktov
pri fitoplazmah iz skupine AP

Spodaj sta prikazani podobnosti nukleotidnega (slika 23) in AK (slika 24) zaporedja dela
gena secY. Poravnave nukleotidnih zaporedij fitoplazem ESFY, PD in AP so natan¢neje
predstavljene na slikah 25, 26 in 27. Poravnave AK zaporedij istih fitoplazem pa so
prikazane na slikah 28, 29, 30.

ESFY
0 100 200 300 400 500 600

PD

0 100 200 300 400 500 600

N 11 A
AP

0 100 200 300 400 500 600

PN 1 A T S A O B A

Slika 23: Grafi¢na predstavitev podobnosti nukleotidnega zaporedja dela gena secY znotraj fitoplazem
ESFY, PD in AP. Zaporedje je dolgo pribliZzno 670 bp. Z rumeno barvo so oznaéene ¢rte, ki skupaj s
S§tevilom nad njimi oznacujejo dolzino zaporedja, z rdefo barvo pa so oznaena mesta, ki oznacujejo
razlike med razporedji iste fitoplazme. Ena rdec¢a ¢rta predstavlja neujemanje na enem nukleotidnem
mestu. Debelej$a rde¢a ¢rta pa pomeni dve ali ve¢ zaporednih neujemanj. Stevilo zaporedij, ki smo jih
uporabili v primerjavi podobnosti: ESFY-tri zaporedja; PD-pet zaporedij; AP-§tiri zaporedja.

ESFY in PLN

0 50 100 150 200
.| |
FD
0 50 100 150 200
. | |
0 50 100 150 200

Slika 24: Grafi¢na predstavitev podobnosti aminokislinskega zaporedja proteina, kodiranega z genom
secY, znotraj skupine fitoplazem ESFY, PLN, PD in AP. Aminokislinsko zaporedje je dolgo priblizno
214 aminokislin. Z rumeno barvo so oznacene Crte, ki skupaj s Stevilom nad njimi oznac¢ujejo dolZino
zaporedja, z rde¢o barvo pa so oznadene ¢rte, ki oznadujejo razlike med zaporedji iste fitoplazme. Ena
rdeca ¢rta predstavlja neujemanje v eni AK. Debelejs$a rdeca ¢rta pa pomeni dve ali ve¢ zaporednih
neujemanj. Stevilo AK zaporedij, ki smo jih uporabili v primerjavi podobnosti: ESFY-dve zaporedji in
PLN-eno zaporedje; PD-pet zaporedij; AP-§tiri zaporedja.
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[T 10 20 30 a0 50 &0 70 D 30 100 110
P AGT TGLAARACARAARAT TARATCG T TTAATTICGT T TTITTAGCTATTTTATTAGC TATG T TTCAAAGT TAT T TAATGAT TAATAARATATARTAT TGAAT TAT T TARAGATARGATATAT

» FNG3B8207

B A G T TEGAAAACAAAAATTAAATCETTTAATTCATTTTTTAGC TATTTTATTAGCTATG T TTCAAAGTTATTTAATGRATEAATAAATATAATATTGAATTATTTAAAGATAAGATATAT
B ARG T TOGAARACAAAAATTAAATCE T TTAATTICGTTTTTTAGC TATTTTATTAGCTATG T TTCAAAGT TAT T TAATGATRAATAAATATAATATTGAATTAT T TARAGATAAGATATAT

» FMNE598206

1

» FN538205 1A AT TGEAA A A AR AT TAAATCGTTTAATTCGTTTT T TAGC TATTTTATTAGC TATG T TTCAAAGT TAT T TAATGATGAATAAATATAATATTGAATTATTTAAAGATAAGATATAT
1
1

] 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
> FNE35207 | TI9B TATCGTTTTTTTTAGCTACTERAACAGCTATTTOTATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGE TARARGGATTGRTAATEGAACTTCAATTTTAATTATGRTTGGAATGABTAGTAGAGTA
> FN538205 | 11918 TATCGTTTTTTTTAGCTACTGGAACAGCTATTTCTAT T TRGTTATCTGATTTAAT TACAGE TAAAGGGATTGRTAATGEAACTTCAATTTTAATTATGGTTGGAATGAGTAGTGGAGTA
»FNEIE206 | N TATCGTTTTTTTTAGC TAC TGGAACAGCTATTTCTATTTGGTTATCTGATTTAAT TACAGE TARAGGGATTGGTAATGGAACTTCAATTTTAATTATGGTTGGAATGAGTAGTGGAGTA
S 119 TATCGTTTT T T TTAGC TAC TRGAACAGC TATTTCTATTTGGTTATOTRATTTAATTACAGE TARAGEGAT TGATAATGRAAC T TCAATTTTAATTATOGT TRGAATAAG TAG TGRAG TA

Fa0 250 260 Z70 280 230 300 310 320 330 340 350
> FNGHE207 | Z39B TTAATACTTTTCARARARTATTTGAAT TTTERCATAC TGATAARATTARATITTTTTETTTATTTTTATTATTATTATITATTTTAATATCTACTGT TATARTTTATTTAGCTACTTTT
5 FNBHE205 [ 23808 TTAATACT T TTCAAARAATATTTGAAT TT TRECATACTGATAAAATTARATTTTTTTCTTTATTTTTATTATTATTATTTATTTTAATATCTACTGTTATAATTTATTTAGCTACTTTT
» FNS3A206 | 23908 TTAATACT T TTCAAAAAATATTTGAAT TTTRGCATACTGATAAAATTAAATTTTTTTCTTTATTTTTATTATTATTATTTATTTTAATATCTACTGTTATAATTTATTTAGCTACTTTT

TR T TARTACTTTTCARRARATATTTGAAT T T TRECATAC TGATARARATTARATTITITITCTTTATTTTTATTATTATTATITAT T T TAATATCTACTGT TATAATTTATTTAGCTACTTTT

asoas o0 Elo §26 &30 ~Ean B0 DL ) —Een o0 L D] “Ean
TTTTTTATTAACAATATACCATTTTT TARCARATTAAGT TATARAGATAARATTATAGATITTATTAGTATATE TACTAGTTTAGEARTTATTTTTTTTAT TTGTTTAATAATTTTTTTETETTT T TARGTTETTTTTTARTTGTARATATIEATGATATETOE
ITTTTTTATTAATAATATACCATTTTT TAACAAAT TAAGT TATAAAGATAAAATTATAGATTTTAT TAGTATATC TACTAGTTTAGRAATTATTITTTTTATITGTTTAATAATTTTTTTETETTTTTTAACTTCTTTTTTAATTGTAAATATTCATGATATCTCE

ITTTTTTATTAACAATATACCATTTTT TAACAAAT TAAGT TATAAAGATAAAATTATAGATTTTAT TAGTATATC TACTAGT TTAGEAATTATTITTTTTGTTTGTTTAATAATTTTTTTETETTTTTTAACTTICTTTTTTAATIGTAAATATTCATGATATCTCE
ITTTTTTATTARCAATATACCATTTTT TARCAAATTAAGT TATAARGA TAARATTATAGATTTTATTAGTATATE TACTAGTTTAGRAATTATTTTTTTTAT TTGTTTAATAATTTTTTTETETTT T TARCTTCTTTTTTAATIGTARATATTCATAATATCTCE
4

Slika 25: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena secY pri fitoplazmi ESFY.

i T Z0 30 an K &0 50 &0 50 100 110
» FNEHE208 1AAGETEAAATCEGACAADAAAAATTAAATCETTTAADTDGTTTTTTAECTATTTTATTAECTATGTTTCAAAGTTATTTAATEATTAAT‘AETAAATTTA‘ACATTTTTAA.DATTAATATT
sFN53E212 [ 1 GAAGTTEEACAACAAAAAT TAAATCGTTTAACTCOTTTTTTAGETAT T TTAT TAGCTATGT TTCAAARTTAT T TAATGATTAATAGTAAATTTAACATTTTTAACATTAATATT
»FNS38211 [ 1 GAAATCGEACAACAAARAT TAAATCETTTAACTCET T TTTTAGCTATTTTATTAGCTTTGT TTCAAARTTAT T TAATGATTAATA -AA-T - A---T----AA..T-A-T.T.
»FNSSE210| 1 GAAATCGEACAACAAAAAT TARATOETTTAACTCRTTTTTTAGCTATTTTATTAGCTTTGTTTCARARTTATTTAATGATTAATA - AA T A~ T - - AA-
» FM598209 1 AATCGGACAACAAAAATTAAATCGTTTAACTCGTTTTTTAGCTATTTTATTAGCTATGTTTCAAAGTTATTTAATGATTAATA . AL -T- -A- - - T- - - - AA-
s ARG TEAAA TG RACAACAAA AT TAAATCGTTTAACTCRTT T T TTAGC TAT T TTATTAGC TATGTTTCAAAGTTATTTAATGATTAATANMNAAMTIHINAMNNMTMNMINAAMKNTHARNTHTH
+ + + e e e i e
rzo 130 140 150 160 170 180 190 200 zlo z20 230

> FMS38208 [ 119GATATTARAGATAAGATATACATATCATTTTITITAGC TACTGGARCAGCTATTICTATTTIGG T TATCTGATTTAAT TACAGC TARAGGGAT IGGTARTGGAACTICARTTTITAARTTATG
= FNSI8212 [ 114GATATTAAAGA TAAGATATAGATATCATTTTTTTTAGC TACTGGAACAGCTATTTCTATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGC TAAAGGGATTGGTAATGRAACTTCAATTTTAATTATG
= FNGIB21T [ 114G A A T TTAAAGACAAGATATATATATCETTTTTTTTAGC TACTGEAACAGCTATTTCTATTTAGTTATCTGATTTAATTACAGCTAAAGRGATTGGCAATGRAACTTCAATTTTAATTATG
= FN5IB210 [ 114G A A T TTAAAGACAAGATATATATATCETTTTTTTTAGC TACTGEAACAGCTATTTCTATTTAGTTATCTGATTTAATTACAGCTAAAGRGATTGGCAATGRAACTTCAATTTTAATTATG
»FNE98209 | 112fG A AT T TAAAGACAAGATATATATATCGTTTTTT T TAGCCACCEGAACAGC TATTTCTATTTGE T TATCTGATTTAATTACAGC TAAAGOGATTGRTAATGEAACTTCAATTTTAATTATG
NG A A T T TARAGACARGATATATATATCGTT T T T T T TAGC TACTGGAACAGCTAT TICTATTTGRTTATCTGAT T TAAT TACAGC TAAAGGGAT IGGTAATGGAACTICAATTTTAATTATG
++ + + + + + +
[za0 Z50 Z60 Z70 ZB0 Z80 300 310 3z 330 340 350
= FN508208 | 239G T TGGAATGAGTAGL GEAGTATTITACTACTTTTCAAAAAATATTTGAATTITTGECCTATAGAAAAAATTARATTTITTITTCTTIIGTTATITTTATIATTATTITATITTAATATCTACCATT
»FMNE98212 | ZM[G T TGGAA TEAGTAGCEGAGTAT TTACTAC T TTTCAAAAAATAT TTGAAT T T TGGRCCTATAGAAARAATTAAATTTTTTTCTTTGT TAT T TTTATTATTATTTATTTTAATATCTACCATT
»FMNE98211 | 2ZM[G TC GG A A TEAGTAA TECAGTAT TTACTAC T TTTCAAAAAATAT TTGAATTTTGERCCTATARAAAAAATTCAATTTTTTTCTTTGT T T T T TTTATTATTATTTATTTTAATATCTACCATT
»FN598210 [ 2346 TCGGAA TGAG TAATGLAGTATTTACTAG T TTTCAAAAAATATTTGAATTTTGECC TATAAAAAAAATTCAATTTTTITTICTTTGTTTITTTTTATTATTATTTATTITTAATATCTACCATT
»FN598209 | 23206 TCGGAATGAGTAATGLAGTATTTACTACTTTTAAAAAAATATTTGAATTTTGGCCTATAAAAAAAATTGAATTTTTTTCTTTIGTTITTTITTATTIATTATTTATTITTAATATCTACCATT
3G TCEGAATRAGTAATGLAGTATTTACTACT TTTCAAAAAATATTTGAAT T TTRGCC TATARARAAAATTCAATTITTTTTCTTITGTTTITITTITATTATTATTITATTITTAATATCTACCATT
+ ++ + + + +
[Fe0 370 380 330 400 410 4z0 430 440 450 460 470
> FMSIE208 | BB9e TAATTTATTTAGC TGT T TTRARARTTCCTATTAT I TATCCTAATAARACAARGTICAAGTAGARAATTACATICCT I TARARATTARTGTTCCTGGAGTATTACCAATTATTTITARCTICT
»FN5I8212 [ 354 TAA TTTAT T TAGG TG T TTTAAAAAT TGO TATTAT T TATCC TAATAAACAAAGTCAAGTAGAAAATTACATTICOTTTARAAATTAATGTTCCTGGAGTATTACCAATTATTTTAACTTCT
= FNGI8211 [ 354 TAA TTTAT TTAGC TG TTTTAAAAATTCCTATTAT T TATCCTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTACATTICCTTTAAAAATTAATGTTCCCGGAGTATTACCGATTATTTTAACTTCT
= FN598210 [ 354 TAA TTTAT TTAGC TG TTTTAAAAATTCCTATTAT T TATCCTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTACATTICCTTTAAAAATTAATGTTCCCGGAGTATTACCGATTATTTTAACTTCT
»FNE98209 | 302fa TAA TTTAT T TAGC TR T T T TAAAAA T TCC TATTAT T TATCCTAATAAACAAAGTCAAGTAGAAAATTACATTCCT T TAAAAATTAATGT TCOCGRAGTATTACCGATTATTTTAACTTCT
A TA AT TTAT T TAGC TGT T TTAAAAATTICCTATTAT T TATCCTARATAAACAAAGTCAAG T AGARAATTACATICCT I TARARATTAATGT TICCCGGAGTAT TACCGATTATTITTAACTICT
+ + +
e 450 500 510 520 530 540 550 560 570 550 550
= FM508208 | 4798 CATTGEAAGLATTTTTTATGTTTTTTATCAATAATATATCATTTITITAACCARTTARGT TATARAARATARARTTATAGARTITATIAGTATGTCTARTAGT T TAGGARTTATITITTITT
#FMNE98212 | 474[a CAT TG ARG AT T T T T TATG T T T T T TATCAATAATATATCAT T T T T TAACCAA T TAAG T TATARAAATAAAATTATAGAATTTATTAGTATAGTCTAATAGT T TAGGAATTATTTTITTTT
#FME98211 | 474[a CE T TAC A A G A T T T T T TA TG T T T T T TAT TAAT AR TATATCAT T T T T TAATAAA T TAAG T TATARAGATAAAATTATAGAATTTATTAGTATAGTCTAATAGT T TAGGAATTATTTTITTTT
= FN538210 [ 4748 GG T TACAAGCATTTTTTATGTT T TTTATTAATAATATATCATTTTTTAATAAATTAAGT TATAAAGATAAAATTATAGAATTTATTAGTATGTCTAATAGT T TAGGAATTATTTTTITTT
> FN598209 | 4720a G T TACAAGEATTTTTTATGTTTTTTATTAATAATATATCATTTITTTAATAAATTAAGTTATAAAGATAAAATTATAGAATTTATTAGTATGTCTAATAGTTTAGGAATTATTTTTITTT
TIRCG T TACAAGCATTTTTTATGT T TTTTAT TAATAATATATCATT T TTTAATARATTARGT TATARAGATARART TATAGAATTTATTAGTATGTCTAATAGT T TAGEAATTATTITITITT
+ o+ + ++ +
600 610 620 30 640 650 660
GTTTGTTTAATGATTTTTTITCTCTITTITTAACTTCTTITTGTAATIGTTAATAT TARTGATATTTE
GTTTGTTTAATGATTTITITCTGTITTITTAACT TGTTTTGTAATTIGTTAATATTAATGATATTTE
GTTTGTTTAATGATTTTTTTCTCTITTTTAACTTCTITTGTAATTGTTAATATTAATGATATTTC
GTTTGTTTAATGATTTTTTTCTCTITTTTAACTTCTITTGTAATTGTTAATATTAATGATATTTC
GTTTGTTTAATGATTTTTTTCTCTITTTTAACT TCTTTTGTAATTIGTTAATATTAATGATATTTE
GTTTGTTTAATGATTITITTITCTCT I TTITTAACTTCT I TTGTAATIGTTAATAT TARTGATATTITC

Slika 26: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena secY pri fitoplazmi PD.
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n I 20 30 an 50 B0 i &0 50 100 110
+FNGIE2TZ [ |RAGTTGGAAAACAAAAAT TAAATCGTTTAACTCGT TTTITTAGCTATTTTATTAGC TATGT TTCAAAGTTATT TAATGAT TAATARATATAGTGG TAATARAGAAAGTEG TAGTGAGATA
»FNIIB2IG[ 1| AGTTGGAARACARARATTAAATCGTTTAACTCGTTTTTTAGCTATTTTATTAGCTATGTTTCAAAGTTATTTAATGATTAATAAATATAGTAGTAA . - - -GA---T
#FNIIB1G [ ARG T TGEAARACARARATTAAATCGTTTAACTCGTTTTTTAGCTATTTTATTAGCTATGTTTCAAAGTTATTTAATGATTAATAAATATAGTAGTAA - - -GA---T
5 FNS38214 | 1[AAGTTGEAAAACAAAAATTAARATCGTTTAACTCGTTITTTTAGCTATTTTATTAGCTATGTTTCAAAGTTATTTAATGATTAATAAATATAGTAGTAGT - -GA-- -G
RN TP AGTTGGAAAACARARATTARATCGTTTAACTCGTTTTITTIAGCTATTTTATTAGCTATGT T TCARAGT AT TTAATGATTAATARATATAGTAGTAATNNNGANNNTNNNNNNNAGATH

bt bR+ 4

iLzo 130 140 150 160 170 1ad 190 200 2 a0 230

» FHBIEZT3
» FNBIBE
» FNB38215
» FNE38214

T[T T TATTGGAGAAARAGT TATATATATCG T TTTTTTTAGCTACCGGAACAGCTATTGCTAT TTGGTTATCTGAT TTAATTACAGLCARAGLGGT TGGTAATGGAAC TTCAATTTTAATTATG
M7 - AT - CCAGACAAGTTATATATATCGTTTTTTTTAGC TACCGGAACAGCTATTGCTATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGCCARAGEGATTGATAATGGRAACTTCAATTTTAATTATG
MYT- - AT CCAGACAAGTTATATATATCGTTTTTTTTAGC TACCRGAACAGCTATTECTATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGCCAAAGEGATTGRTAATGGRAACTTCAATTTTAATTATG
TG ATTCCAGAAAAGT TATATATATCGTTTTTTTTAGC TACCAGAACAGCTATTGCTATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGCCAAAGGEATTGATAATGGAACTTCAATTTITAATTATE
Y[ THHATTCCAGAMARAGT TATATATATEG T TTTTTTTAGC TACCBGAACAGC TATTGETATTTGGTTATCTGATTTAATTACAGLCARAGGEAT IGGTAATGGAACTTCAATTTITAATTATE
e+ b+ + +

lza0 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350

» FNB98213
»FN338216
» FNS38215

g1

» FNE38M14

ZGTTGGAATGAGTAGTGGAG TART TACTACT TTTCAAAAAATATTIGCAT T TTGGAATACAGACARAAT TARATTTITTIGL T TTATTGTITTTITTITTATTATITATTITTAATATCIACTATT
G TTGGAATGAGTAGTGGAGTAATTACTACTTTTCAARAAATATTTGCATTTTRGAATACAGACAGAATTARATTTTTTGCTTTATTGTTTTTTTTATTATTTATTTTAATATCTACTATT
NG TTGGAATEAGTAGTGGAGTAATTACTACTTTTCAARAAATATTTGCATTTTRGAATACAGACAGAATTARATTTTTTGCTTTATTGTTTTTTTTATTATTTATTTTAATATCTACTATT
PG TTGGAATEAGTAGTGGAGTAATTACTACTTTTCAAAAAATATTTGCATTTTRGAATACAGACARAATTARATTTTTTGCTTTATTGTTTCTTITTATTATTTATTTTAATATCTACTATT

23fG T TGGAATGAG TAGTGEAGTAAT TACTACTT T TCAAAAAATATT TGEAT TTTGGAATACAGACARAATTAAATTITITTIGCTTTATTIGTTTTITITTATTATITATTTTAATATCTACTATT
+ +

360 370 350 390 400 410 420 430 440 450 480 470

» FHBIEZT3
» FNBIBE
» FNB38215
» FNE38214

RTAGTTTATTTAGCTACT T TARAARTTCCTATTATTTATCCTAATARAARARAGTCAAG TAGAARATTATATICCTTTAARAATTAATGI TCCTGETGTAT TGCCARTIATTTTAACATCE

A TAG T TTATTTAGCTACT TTARAAATCCCTATTATTTATCCTAATAAAAARAGTCAAGTAGAAAATTATATTCCTTTAARAATTAATGT TCCTEETGTATTGCCAATTATTTTAACATCE

A TAGT TTATTTAGCTACT TTAAAAATCCCTATTATTTATCOTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTATATTCCT T TAAAAATTAATGT TCCTERTGTATTGCCAATTATTTTAACATCE

A TAGT TTATTTAGCTACT TTAAAAATCCCTATTATTTATCCTAATAAAAAAAGTCAAGTAGAAAATTATATTCCTTTAAAAATTAATGTTCCTGRTGTATTGCCAATTATTTTAACATCE

RTAGTTTATTTAGCTACT TTARAARTCCCTATTATT TATCCTARTARARARAGTCAAGTAGAARATTATATICCT T TARRAATTAATGT TCCTGGTGTATTGCCARTTATTTTAACATCE
+

358
359
359

[480 430 500 510 &20 &30 540 550 560 &70 &80 590

» FNB98213
»FN338216
» FNS38215
» FNE38M14

LT AR TGCAAGCATTTTTTATGT T T TGTATTAATAATATACCATT T T T TAATCAATTARAATGTAAAGATARAATTATAGAGT T TATTAGTATATCTACTAATT TAGGAATTATTITITITT
AT A TG AAGCATTTTTTATGT T T TG TAT TAATAATATACCATTTTTTTATAAATTAGAATGTAAAGATARAATTATAGAGTTTATTAGTATATCTACTAATTTAGGAATTATTTTTITT
AT AR TG AAGCATTTTTTATGTTTTGTATTAATAATATACCATTTTTTTATAAATTAGAATGTAAAGATARAATTATAGAGTTTATTAGTATATCTACTAATTTAGGAATTATTTTTITT
AT A TGCAAGCATTTTTTATGTTTTGTATTAATAATATACCATTTTTTGATAAATTARAATGTAAAGATAAAATTATAGAGTTTATTAGTATATCTACTAATTTAGGAATTATTITTTITT

A79[ACAATGLAAGCATTTTTTATGTT T TGTATTAATAATATACCATT T TTTTATARAT TARAATG TARAGATAARAATTATAGAGT I TATTAGTATATCTACTAATT TAGGAATTATITITITT
+ 4+ +

B00

610 gz0 B30 &40 B850 0]

GTTTGTTTAATAATTTTCTTICTCTTITTITTAACTGC TTTTTTAATTRTAAATACTAATGATATTGET
GTTTGTTTAATAATTTITTTICTCTTITTITTAACTGCTTTTTTAATTGTAAATACTAATGATATTGEE
GTTTGTTTAATAATTTTCTTICTCT T T T TTAACTGCTTTTTTAATTGTAAATACTAATGATATTIGET

GTTTGTTTAATAATTTTCTTICTCTTIT I TTAACTGC TTTT T TAAT TGTAAATACTAATGATATTGL Y

+ +

Slika 27: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena secY pri fitoplazmi AP.

ADOE3E03 1 MLENIKLIFNSKLISRIVFTLFIIFIFILGRSIQIPFLPVHIGATMEIFEFFNONOFLINFD LENFNLLSLSIVIYITVS &0

02 B
0 = 31 -3 ———————
ADD33803 81  IFIQLVQKLIPHLKEWRE(QGEVGEQKLNRLIRFLAILLANF]STLIMNKYNIEL FEDEITISFFLATCTAISIWLSDLIT 160
CBIEZE3L 1 —mmmmmmmmm e e WORIKLNRLIRFLATLLAMFOSYLMMNKYNIE LFKDEI ¥ SFFLATCTAISIWLEDLIT 52
CBIG2633 1 —=—=m=—mmm—mmmmmmmeee WERIKLNRLIRFLATLLAMFOSYLMINKYNIE LFEDEI YT SFFLATGTAISIWLEDLIT 538
ADD33803 161  AKGIGNGTSILIMVGMSSGVINTFQKIFEFWHTDKIKFFSLFLLLLFILISTVIIVLATFEI FITTFNEQSOVENYIPLE 240
CBIG2631 60  AKGIGNGTSILIMVGMSSGVINTFOKIFEFWHIDKIKFFSLFLLLLFILISTVITYLATFEIFITYPNROSOVENYIFLE 139
CBIGZ2633 60  AEGIGNGTSILIMVGMSSGVINTFIKIFEFWHTDKIKFFSLFLLLLFTLISTVITYLATFETPITYPNEQSOVENYIELE 139
ADDA3E03 241  TNVSGVLPITLTSTLOAFFMFFINNIPFFHKLSYKDKITDFISTSTSLGIIFFVCLITFFSFLTSFLIVNTHDTSEHLSE 320
CBIfZ631 140 INVSGVLETILTSTLOAFFMFFINNIPFFNKLSTRDKIIDFISTSTSLGTIFFVCLITFFSFLTSFLIVHTHD T5-———- 214
CBIGZ633 140 INVSGVLEPTILTSTLOAFFMFFINNIPFFNKLSTRDKIIDFISTSTSLGTIFFVCLITFFSFLTSFLIVHTHD TS -———- 214
ADNA3E03 321 (DAYTENCRPGKQTTERISYDFFRITLIGVLFMVFLFILPLLTSKFFNFTEFKIGGTGFLITVGVSIETLAOTSSTVIRE 400
0 = 31 -3 3 A ———————————-

= 713 —————————~--
ADD33803 401 DYARIFLENNNDVE 414

CBIG263L  —=———m—mmmmm e

CBIG2633  —=—mm——m—mmmme

Slika 28: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom secY, pri fitoplazmah ESFY in PLN.
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CEIGZ63S
ADOEEEES5
CEIGZ65G
CEIGZAEE
CEIGZA34

CEIGZ63S
ADO3I3IEED
CEIGZ636
CEIGZ63E
CEIGZ634

CEIGEAES
ADOEEEES5
CEIGZ636
CEIGZ63E
CEIGZ634

CEIGZ63S
ADOE38E5
CEIGEAEE
CEIGZ63E
CEIAZA34

CEIGZ63S
ADO3I3IEED
CEIGZ636
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CEIGZ63S
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CEIGZ63E
CEIGZ634d

53
155
54
&l
Gl

133
235
134
140
141

z213
315
zl4
zz0
22l

395

—————————————————————— GUOELNELTRFLAILL QSTLHMINE------THIEFFDEITISFFLATGTAISIW
SIFIQLVOELIPYLEEVREQGEMGIOKLNELTRFLAILL QSYLMINE------ YNIEFFDEITISFFLATGTATISIW
————————————————————— EMGOQKLNELTRFLAILL QSTLHMINE------THIEFFDEITISFFLATGTATISIW
————————————————————— EMGUQELNRELTRFLAILL QRTLHINGKFNIFNINID IFDEITISFFLATGTATISIW
———————————————————— GEOGOIKLNRELTRFLAILL Qe Y LMINSKFNIFNINID IFDEIYISFFLATGTATISIW
LSDLITAKGIGNGTS L IMVGHNAVWFTTFRKI FEFUP TRE EFFS JFFLLLFILISTIIIYLAVLEIPIIYP
L3DLITARGIGHNGT S IL MY G ANV FTTRIKIFEFWF IKETQFF3YFFLLLFILISTIIIYLAVLETPITYE
LEDLITAKGIGHGTSIL IV GV T TRKIFEFWP IFEOFFS LFFLLLFILISTIIIVLAYLEIPIIVE
LEDLITAEGIGHGTSIL IV GV T TRKIFEFWF IEETEF P LLFLLLFILISTIIIVLAYLEIFIIVE
LD LI TARGIGHGTSIL IV AS QY F I THKIFEFWEF IEKTEFFS LFLLLFILISTIIIYLAVLEIPIIYE
NYIFLEINVEPGYLPIILTSTLQAFFMFFINNI S FFHEL S YEREI IEFISHENSLGIIFFYC LMIFFSFLTS FYIVHIND I

NYIPLEINYPGYLPITILTATLOAFFMFFINNISEFEFN
WY IPLEINVPGVLPIILTSTLQAFFMFFINNT 3 FFNEL 3YED

LS YELS

FEIIEFISMSNSLGIIFFYCLMIFFSFLTSFYIVNIND T
EIIEFISMSNELGIIFFYCLIIFF3FLTSFVIVIIND T

NYIPLEINVPGVLPIILTATLOAFFMFFINNIS FFMOLSYE]

FIIEFISMSNSLGIIFFYCLMIFFSFLTSFYIVNIND T

NYIPLEINVPGVLPITLTATLOAFFMFFINNTSFFNOLSTY

IIEFISMSNALGIIFFYCLHIFF3FLTSFVIVIIND T

Slika 29: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom secY, pri fitoplazmi PD.
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TEFFALLFFLLFILISTIIVYLATLEIFIITPHEFSD
LLFILISTIIVYLATLETIPIITVFHEESQ
LLFILISTIIVYLATLETIPIITVFHEESQ

LLFILISTIIVYLATLETPITYFNEESN]

TEFFALL

TEFFALL

= &= ]

TEFFALL

WENYIPLEINVPGVLPIILTSTMOAFFHFCINNIEF,
YENYIPLEINVPGVLPIILTATMOAFFMFCINNIPF.
WENYIPLEINVPGYLFIILTATMOAFFMFCINNIEF,
WENYIPLEINVPGYLFIILTATMOAFFMFCINNIEF,

FDEIIEFISISTNLGIIFFVCLITIFFSFLTAFLIVITN
FLEIIEFISISTNLGITIFFVCLIIFFSFLTAFLIVHNTN
FDEIIEFISTISTNLGIIFFYCLIIFFSFLTAFLIVHTN
FDEIIEFISTISTNLGIIFFYCLIIFFSFLTAFLIVHTN

DIAEHLIKQDAY IENCRFGEQTVEE IS YD FFRITITIGYFFNIFLFVLPLLISKGFDFEEFEIGGTGFLITVGYSTIETLAN

Slika 30: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom secY, pri fitoplazmi AP.

4.3.2 Primerjava podobnosti dela gena aceF ter njegovih aminokislinskih
produktov pri fitoplazmah skupine AP

a0

160
58
53
52

240
138
133
132

320
218
213
21z

Spodaj sta prikazani podobnosti nukleotidnega (slika 31) in AK (slika 32) zaporedja dela
gena aceF. Poravnave nukleotidnih zaporedij fitoplazem ESFY, PD in AP so natancneje
predstavljene na slikah 33, 34 in 35. Poravnave AK zaporedij istih fitoplazem pa so
prikazane na slikah 36, 37 in 38.
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ESFY
100 200 300 400 500 60O 700
--------
PD
100 200 300 400 500 600 700
--------
AP
100 200 300 400 500 600 700

Slika 31: Grafi¢na predstavitev podobnosti nukleotidnega zaporedja dela gena aceF znotraj fitoplazem
ESFY, PD in AP. Zaporedje je dolgo pribliZzno 750 bp pri fitoplazmah ESFY in PD, ter 706 bp pri
fitoplazmi AP . Z rumeno barvo so oznacene ¢rte, ki skupaj s $tevilom nad njimi oznacujejo dolZino
zaporedja, z rde¢o barvo pa so ozna¢ena mesta, ki oznacujejo razlike med zaporedji iste fitoplazme.
Ena rdeca ¢rta predstavlja neu_]emanje na enem nukleotidnem mestu. DebelejSa rdeca ¢rta pa pomeni
dve ali ve¢ zaporednih neujemanj. Stevilo zaporedij, ki smo jih uporabili v primerjavi podobnosti:
ESFY-11 zaporedij; PD-sedem zaporedij; AP-Sest zaporedij.

ESFY

Slika 32: grafi¢na predstavitev podobnosti aminokislinskega zaporedja proteina, kodiranega z genom
aceF, znotraj fitoplazem ESFY, PD in AP. AminoKkislinsko zaporedje je dolgo priblizno 250
aminokislin. Z rumeno barvo so oznacene ¢rte, ki skupaj s Stevilom nad njimi oznacujejo dolZino
zaporedja, z rde¢o barvo pa so oznadene ¢rte, ki oznadujejo razlike med zaporedji iste fitoplazme. Ena
rdeca ¢rta predstavlja neujemanje v eni AK. DebelejSa rdeca ¢rta pa pomeni dve ali ve¢ zaporednih
neujemanyj. Stevilo AK zaporedij, ki smo jih uporabili v primerjavi podobnosti: ESFY-11 zaporedij;
PD-Sest zaporedij; AP-§tiri zaporedja.
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L - D 20 T - L T T

» FN538167
»FN538174
»FN538170
»FN538173
» FMB38172
» FMBE8171
» FMG38168
» FMB3B8176
= FMN538163
= FMN538166

=» FMN538176
ontig T ]

T TTTAARATIGGTGATARAGT TAAAGAAGG TGATATTTTAGITACTGTAGAARCAGATARAGIGAA T TCAGACGTIATCAGLTCCARATARACGGTTTTATTACTAAR
1 TTTAARATTEETRATARAGT TAAAGAAGETGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATARAGTEAATTCAGACGTATCAGCTECAATARACGRTTTTATTACTAAR
1 TTTAARATTEETRATARAGT TAAAGAAGETGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATARAGTEAATTCAGACGTATCAGCTECAATARACGRTTTTATTACTAAR
U TTARAAGTATATTTTAARAT TG TGATARAGT TAAAGAAGETGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATARAGTGAATTCAGACGTATCAGCTCCAATARACGRTTTTATTACTAAR
1 TTARAAGTATATTTTAAAAT TG TGATAAAGT TAAAGAAGRTGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTCCAATARACGRTTTTATTACTAAN
1 TTARAAGTATATTTTAAAAT TG TGATAAAGT TAAAGAAGRTGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTCCAATARACGRTTTTATTACTAAN
U TTTARAAGTATATTTTAARATTEGTRATAAAGT TAAAGAAGRTGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTCCAATARACGRTTTTATTACTAAN
U TTTARAAGTATATTTTAARATTEGTRATAAAGT TAAAGAAGRTGATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTCCAATARACGRTTTTATTACTAAN
T T T TAAAARTATATTTTAARATTEETRATAAART TAAAGAAGRTEATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTECAATARACGRETTTTATTACTAAN
T T T TAAAARTATATTTTAARATTEETRATAAART TAAAGAAGRTEATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTEAATTCAGACGTATCAGCTECAATARACGRETTTTATTACTAAN
YT TTTAAAAGTATATTTTAAAATTGETGRATAAAGT TAAAGAAGETEATATTTTAGTTACTGTAGAAACAGATAAAGTGAATTCAGACGTATCAGCTCCAATAAACGRTTTTATTACTAAN
YT T T TARAAGTATATTTTAARATTGGETGATARAGT TAARGAAGETGATATTTTAGTTACTGTAGAARCAGATARAGTGAATTCAGACGTATCAGCTECAATARACGGTTTTATTACTAAR

[Lzo 130 140 150 180 170 180 150 200 210 220 230

» FNEO21E7
» FNEI8174
»FNEI2170
» FNEI2172
» FNEI8172
» FNEI8171
» FNE38168
» FNE3E175
» FNE3E163
» FNE38166

g 1

» FNS38176

T[T TACARGTTAAAGARGE TCAGATGATT TATE T TEGGGATAC TATAGE TOTAATARGTGATAARATTARTGARARARCTAATT TGAATATEARATTATCTARTEARAATGAATCGEAATAT
10| T TAGAAG T TAAAGAAGECCAGATGATTTATET TEECGATACTATAGE TG TAATAAGTGATAAAAT TAATGAARAAACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGOAATAT
10| T TACAAG T TAAAGAAGECCAGATGATTTATGT TEGEGGATACTATAGO TG TAATAAGTGATAAAATTAATGAARAAACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGOAATAT
M| TR ARG T TAARGAAGETCAGATGATTTATGT TEGGGATACTATAGE TG TALTAAGTGATAAAAT TAATGAAAARACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGARALTGAATCGOAATAT
M| T T ARG T TAARGAAGETCAGATGATTTATGT TEGGGATACTATAGE TG TALTAAGTGATAAAATTAATGAAAARACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGARALTGAATCGOAATAT
T TR ARG T TAARGAAGGETCAGATGATTTATGT TEGGGATACTATAGE TG TALTAAGTGATAAAATTAATGAAAARACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGARALTGAATCGOAATAT
[T TACAAG T TARAGAAGETCAGATGATTTATGT TEGGGATACTATAGE TR TAATAAGTGATARAATTAATGAARAAACTAATTTGAATATGAAAGTATCTAATGAAAATGAATCGCAATAT
[T TACAAG T TARAGAAGE TCAGATGATTTATG T TEGGGATACTATAGC TG TARTAAGTGATARRAT TAATGAARAAACTAATT TGAATATGARAGTATCTARTRAAAATGAATCGCAATAT
MY TTACAAG T TARAGAAGE TCAGATGATTTATG T TEGGGATACTATAGC TG TARTAAGTGATARRAT TAATGAARAAACTAATT TGAATATGAAAGTATCTARTRARAATGAATCGCAATAT
MY TTACAAG T TARAGAAGE TCAGATGATTTATG T TEGGGATACTATAGC TG TARTAAGTGATARRAT TAATGAARAAACTAATT TGAATATGAAAGTATCTARTRARAATGAATCGCAATAT
T TACAAG T TAAAGAAGE TCAGATGATTTATGT TEGGGATACTATAGE TG TAATAAGTGATAAAAT TAATGAAAAAACTAAT T TGAATATGAAAGTATCTAATOAAAATGAATCECAATAT
ST TACAAGT TAARGAAGETCAGATGATTTATET TAEGGATAC TATAGL TGTARTAARGTGATARART TARTGARARAAARCTART T TGAATATEAAAGTATCTARTARARATGAATCGLAATAT
+ + + +
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» FNE3ATET
» FMNBIR174
= FMNE38170
= FME3E173
= FME38172
» FNG38171
» FNGI816S
» FNGI817e
» FNGI81E3
» FNG9816E

iig 1

» FNEI817E

TG AAGACARAGAAGA TEATGLAGGAGTAGT IGGAGATTTAGAAAATTCTTICTCAAAT IATAGARACAT T TGATGATAATCATATTITCARACGAAAT TARTAAT T TAAGTGAAARARARATT
GG AAGATAAAGAAGATEATECAGGAGTAGT TEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACAT T TGATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
2OGAAGACAAAGAAGATGATECAGGAGTAGT TEGEAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACAT T TRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
ZI[GAAGATAAAGAAGATGATECAGGAGTAGT TEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACAT T TRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
ZCAAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGT TEGRAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACAT T TRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
|G AAGACAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTTEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
3G AAGACAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTTEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
3G AAGACAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTTEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
G AAGACAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTTEGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTRATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
2IYGAAGACAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTTGGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTGATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAARAAAAATT
2IYGAAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGTTGGAGATTTAGAAAATTCTTICTCAAATTATAGAAACATTTGATGATAATCATATTTCAAACGAAATTAATAATTTAAGTGAAAAAAAAATT
23 AAGACAAAGAAGA TEATGLAGGAGTAGT IGGAGATTTAGAAAATTCTTCTCAAAT TATAGARACAT T TGATGATAATCATATTTCARACGAAAT TARTAAT T TAAGTGAAARARARATT
I+ +

» FNE3E174
» FNE3E170
» FNE3E73
» FN538172
» FN538171
» FN538168
» FNB3E176
» FNBIR1ES
» FNGIR1EE
» FME38176

» FNEIETE?

G _sn g am ____al &t i ] a0 RE] i
[ 35T TARCTACTCCTTTAGTACGCTCTATGEL TAAGAAGT TAGGGATAGAT T TARATAATGTI TAATGGTAGTGGARTTAATGRTAARAT I TTAARAGARAGATGT TGAAARATATCAARATGEAA
35T TARCTACTCCTTTAGTACGT TCTATGGC TAAGAAGT TAGGGATAGAT TTARATAATGTTAATGGTAGTGGAATTAATGGTAARAT T TTAARAGAAGATGTCGARARATATCAARATGAA
35T TARCTACTCCTTTAGTACGC TCTATGGC TRAAGAAGT TAGGGATAGAT TTARATAATGTTAATGGTAGTGGAATTAATGGTAARAT T TTAARAGAAGATGTTGARARATATCAARATGAA
AT TAACTACTCCTTTAGTACGL TCTATGGC TAAGAAGT TAGGGATAGAT TTARATAATGTTAATGGTAGTGGAATTAATGGTAARAT T TTAARAGAAGATGTTGARARATATCAARATGAA
T TAACTACTCC T TTAGTACGL TCTATGRC TAAGAAG T TAGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTAGAAT TAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAA
T TAACTACTCC T TTAGTACGL TCTATGRC TAAGAAG T TAGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTAGAAT TAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAA
ST TAACTACTCC T TTAGTACGL TCTATGRC TAAGAAG T TAGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTAGAAT TAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAA
AT TAAC TACTCC T TTAGTACGL TCTATGRC TAAGAAG T TAGGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTRGAATTAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAN
R T TAACTACTCC T TTAGTACGL TCTATGRC TAAGAAG T TAGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTRGAATTAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAN
R TTAACTACTCC T TTAGTACGL TCTAT TR TAAGAAG T TAGGRGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTRGAATTAATGRTAAAAT T TTAAAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAN
R T TAACTACTCCTTTAGTACGE TCTATGGC TAAGAAG T TAGGGATAGAT TTAAATAATG T TAATGG TAGTRGAATTAATGGTAAAAT T TTAAAAGAAGATGTTGAAAAATATCAAAATGAN
T TAAC TAC TCC TTTAGTACG L TE TATGG L TAAGARAG T TAGGGATAGAT T TAAATAA TG T TAATGG TAG TGGAAT TAA TG TAAAAT T TTAAAAGALAGATGTTGAAAAATATCAAAATGAA
+ + +

[ag0 490 500 510 520 530 540 550 560 570 560 530

» FNGI81EY
» FNGI8174
» FNG38170
» FNEI8173
» FNEI8172
» FNEI8171
» FN5I2162
» FNEI2175
» FN5I2169
» FNB38166
» FNE3E176

AERAATTTAARACATICCACT T TATCAACAARAACACAARATATAARAGARAAAGARGAACARACATTATTTARARACTTITGATTTTAATAGTICTTICTRATACTRAATTTATTARAATTACT
B AT TTAAAACATTCTACTTTATCAACAARAAAACAALATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTAAARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTAATACTEAATTTATTAAAATTACT
B AT TTAARACATTCCAATTTATCAACAARAACACAALATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTRATACTEAATTTATTAAAATTACT
AT AT TTAARACATTCOACTTTATCAACAARAACACAALATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGATACTGAATTTATTAAAATTACT
AT AT TTAARACATTCOACTTTATCAACAARAACACAALATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGATACTGAATTTATTAAAATTACT
AT AT TTAARACATTCCAATTTATCAACAARAACACAALATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTRATACTGAATTTATTAAAATTACT
AT A TTTAARACATTCCACTTTATCAACAARAACACAALATATAARAGARAAAGARGAACARACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGATACTGAATTTATTARARATTACT
AT A TTTAARACATTCCAATTTATCAACAARAACACAARATATAARAGARAAAGAAGAACARACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGAARACTGAATTTATTARARATTACT
AN AT TTAARACATTCCGCTTTATCAACAARAACACAARATATAARAGARAAAGARGAACARACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGATACTGAATTTATTARARATTACT
AT AT T TAARACATTCCACTTTATCAACAARAACACAARATATAARAGARAAAGAAGAACAAACATTATTTARARACTTTGATTTTAATAGTTCTTCTGATACTGAATTTATTARAATTACT
A7HA A TTTAARACATTCCACTTTATCARCAARARCACAARATATAARAGARANAGARGAACARACATTATTTARARACTTITGATTTTAATAGTTCTICTGATACTGAATTTATTARAATTACT

AR AT T TAAAACATICLAC T TTATCAACAAAAACACAAAA TATAAAAGARAAAGAAGAACAAACATTAT T TARAAACTTTGAT T TTAATAGT ICTICTGATACTGAATTTAT TARAATTACT
+++ + + +

&00

510 520 &30 &40 E50 &80 &70 &80 E50 700

CRTTTAAGRARBRACTAT I TCAGRACAAA TGARAATTTCARAARATGETACTGTTCCTACTACT T TAT TAAATGAAAT TAATAT IGATAATTTAATAGTATTITA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATHRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATHRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATHRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATHRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
CETTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
COTTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACT TTATTAAATGAAAT TAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
COTTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACT TTATTAAATGAAAT TAATATTGATAATTTAATAGTATTTA
COTTTAAGAAAAACTATTTCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATGCTACTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATTAATATTGATAATTTAATATTATTTA

COTTTAAGAAAAACTAT T TCAGAACAAA TGAAAATTTCAAAARATGL TACTGTTCCTACTAC T T TAT TAAATGAAAT TAATAT TGATAATTTAATAGTATTTA

+

Slika 33: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena aceF pri fitoplazmi ESFY.
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I 1n 20 30 40 50 1] 70 &0 a0 100 110

TTTTARARGTATATTTTAARGTTGGTRATARAGT TARAGARGETGATATTTTAGCTACTOT TGAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTECARTTAACEGRTTTTATTACTARR

EXGCEEEIET
>FMSIBIET [ 1 TTTAARAGTATATTTTAAAGTTGGTGATARAGT TARAGAAGGTAATATTTTAGCTACTGT TGAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATTAACGGTTTTATTACTARA
#FNBIBIE3[ 1] TTTARAAGTATAT T TTAAAG T TRGTEATARAGT TARAGAAGGTGATATTTTAGCTACTGRTTRAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATTAACGGTTTTATTACTAAA
SFNEIBITZ [ 1 TTTAAAAGTATATTTTAAAGTTAGTGATAAAGT TAAAGAAGGTGATATTTTAGCTACTGTTGAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTOCAATTAACGGTTTTATTACTAAA
>FMSIBIE2[ 1 TTTAAAAGTATATTTTAAAGTTGGTGATARAGT TARAGAAGGTAATATTTTAGCTACTGTTGAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATTAACGGTTTTATTACTARA
»FNSIBITE[ 1] TTAAAAGTATATTITTAAAGTTEGTGATAAAGT TARAGAAGETGATATTTTAGCTACTGT TGAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATTAACGGTTTTATTACTARA
#FNGIRI7| 1 TTTAAAAGTATAT I TTAAAGTTAGTGATAAAGT TAAAGAAGGTAATATTTTAGCTACTGTTRAGACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATTGATAGTTTTATTACTAAA
YTTTTARARGTATATTTTAAAGT TAGTGATAAAGT TARAGAAGGTGATATT T TAGCTACTGT TGAGACAGATAAAGTAAATECAGATTTACCAGCTCCAATTAACGETTTTATTACTARR
+ + o+
lL2n 130 140 150 160 170 180 190 200 210 a0 230

» FN398180
» FNE3 &1
» FNB3E1E3
» FNBIR77
» FN338182
» FNB3ET7E

» FNB3E173

T[T TAGG TG T TAARAGAAGELGARACAATICATET TGETGATATGETAGE TG TAATAAGTGATGAAAT TAATGAARARACTART T TARATAATAATAAATTATCTGA TGAAGATGAATTARAR
T TAGE TG T TARAGAAGECGARACAATTCATGTTOGTGATATGRTAGE TR TAATAAGTGATGGAATTAATGAAAAAACTAATTTA. - - AATACTAAATTATCTGATGAAAATGAATTARAL
M TTAGG TG T TAAAGAAGGECGAAACAATTCATGT TEGTGATATERTAGC TR TAATAAGTGATGAAAT TAATGAARAAACTAATTTAAATAATAATAAATTATCTRATEAAAATRAATTAAAA
M TTAGR TG T TAAAGAAGECGAAACAATTCATETTRETGATATERTAGE TR TAATAAGTGATGAAAT TAATGAAAAAACTAATTTAAATAATAATAAATTATCTAATGAAAATGAATTARAN
[T TAGECG T TAAAGAAGECGARACAATTCATGTTOGTGATATGRTAGC TG TAATAAGTGATGAAATTAATAAARAAACTAATTTA. - - AATACTAAATTATCTGATGAAAATGAATTARAL
M TTAGG TG T TAAAGAAGGECGARACAATTCATGT TEGTGATATGRTAGC TG TAATAAGTGATGAAAT TAATGAARAAACTAATTTAAATAATAATAAATTATCTGATGAAAATGAATTARAL
T TAGGETE T TAAAGAAGGLGAAACGATTCATG T TRGTGATATGETAGC TR TAATAAGTGATGAAATTAATEAAACAAATAATTTA - - AATACGAAATTATCTAATGAAAATGAATTAAAN
TTAGG TGTTAAAGAAGGLGAAACAATTCATGTTGGTGATATGE TAGL TGTAATAAGTGATGARATTAATGAAAARACTAAT TTARATAATARTAAATTATCTGATGAARATGAAT TAARA
+ + + + o+ +++ ++ + +

» FN538181
» FNBIE1E3
» FNBIZT7
» FN338182
» FNEIT78

» FNB93180

» FHE3E73

[za0 250 260 270 z80 280 300 310 3z0 330 340 350

[ Z39CACARAGATAAAGAAGATGATECAGEAG TAGTGEETGATT TAGAAAATTCTTCTCAAATCATAGAAACAT T TAGTGATAARTCATGAT T TAAACAAAARTTAATTCARATARAGARAARATT
2| CACAAAGATARAGAAGATGATACAGRAGTAGTGEGTGATTTAGARAATTCTTCTCAAATTATAGAARACATTTAGTGATAATCATOATTTARAACGAAATTAATTCAAATAAAGARAAAATT
23 CACAAAGATARAGAAGATGATACAGRAGTAGT TEGTGAT T TAGAARAATTCTTCTCAAATCATAGAARACATTTAGTRATAATCATOATTTARACAAAATTAATTCAAATAAAGARAAAATT
AL A AGATAAAGAAGA TEATECAGEAG TAGTGEG TGATTTAGAAAATTCTTC TCAAATCATAGAAACAT TTAGTGATAATCATGAT T TAAACAAAATTAATTCAAATAAAGAAAAAATT
23| CACAAAGATARAGAAGATAATGCAGEAGTAGTAGGTGATTTAGAARAATTCTTCTCAAATTATAGAARACATTTAGTGATAATTATGATTTAAAAGAAATTAATTCAAATAAAGARAAAATT
AL AAAGATARAGAAGATGATACAGRAGTAGTGEGTGAT T TAGARAATTCTTCTCAAATCATAGAARACATTTAGTGATAATCATOATTTARACAAAATTAATTCAAATAAAGARAAAATT
23CATAAAGATAARAGAAGATGATACGGERAGTAGTGEGTGATTTAGAAAATTCCTCTCAAATTATAGAAACATTTAATAATGATCATEATTTAAAARAAATTAATTCAAATGAGAAAARAAATT
2| CACAAAGATARAGAAGATGATACAGRAG TAGTGEGTGAT T TAGAARAATTCTTCTCAAATCATAGAAACATTTAGTGATAATCATGATTTAAACAARATTAATTCAAATAAAGARRARATT
+ + + + + + + + + 4+ ++ + o+t

» FNS38181
» FNE3EE
» FNB3ET7
» FNB98182
» FNS38178
» FNE3E 73

» FNBIET180

£ 370 360 390 400 410 0 a0 0 450 280 a0
[ 35T TAACAACACCT T TAGTACGTTCTATGEC TAAGAAGT TAGGAATAGAT T TAAATAATGT TAATGRTAGTRGRAATAAARTGRTAAAATC T TARAAGAAGATGT TGAAAAATATCAAAATGAA
T TAACTACACCTTTAGTACGC TCTATGGE TAAGAAGT TAGGAATAGAT T TAAATAATGTTAATGGTAGTGGAATAAATGGTAAAATATTAAAAGAAGATGTTGAAAAATATAAAAATGAA
BT TAACAACACCTTTAGTACGTTCTATGGC TAAGAAGTTAGGAATAGATTTARATAATGTTAATGGTAGTGGAATAAATGETAARATCTTAAAAGAAGATGTTGARAAATATCAAAATGAA
BT TAACAACACCT T TAGTACGT TCTATGGRC TAAGAAGRT TAGGRAATAGAT T TAAATAATGTTAATGGRTAGTRGAATAAATGRTAAAATCTTAAAAGAAGATGTTRAAAAATATCAAAATRAA
T TAACCACGCCTTTAGTACGT TCTATGG TAAGAAGT TAGGRAATAGAT T TAAATAATGT TAATGR TAGTGGAATAAATGRTAAAATTTTAAAAGAAGATGTTGAAAGATATCAAAATGAL
T TAACAACACCTTTAGTACGTTCTATGGC TAAGAAGT TAGGAATAGAT T TARATAGTGT TAATGGTAGTGGAATAAATGGETAAAATCTTAARAGAAGATGTTGAAAAATATCAAAATGAA
3BT TAACCACGCC T TTAGTACGT TCTATGGRC TAAGAAGT TAGGAATAGATTTARATAATGTTAATGGTAGTGGAATAAATGRTAARATTTTAAAAGAAGATGTTGARAAATATCAAAATGAA
T TAACAACACCTTTAGTACGTTCTATGGC TAAGAAGT TAGGAATAGAT T TARATAATGT TAATGGTAGTGGAATAAATGGETAAAATCTTAARAGAAGATGTTGAAAAATATCAAAATGAA
+ o+ + + + + +
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» FHOIETE0
» FNE38181
»FNEI8183
» FNBIZTT
» FNB3E182
»FN338178
» FNEIH 73

fTARATTTAARATITICARAT T TATCARCACAARARCAARATATAGAAGARTCA - CATTCATIAAATAATITIGAT I TTAGTAGTTICIGATGT IGAAGTTATTAARAAT I TCICGTTTAAGA
AT AT TTAARATATTCAAATTTATCAACACAAAALCAALATATAGAAGARTCG - - - CAGTCATTAAATAATTTTGATTTTAGTAGTTCTGACGTTGAAGTTATTAAAATTTCTCGTTTAAGA
AT AT TTAARATTTTCAAATTTATCAACACAAAARCAARATATAGAAGARTCA - - CATTCATTAAATAATTTTGATTTTAGTAGTTCTGATGTTGAAGTTATTAAAATTTCTEGTTTAAGA
AT AT TTAARATTTTCAAATTTATCAACACAAAAACAARATATAGAAGARTCA . - - CATTCATTAAATAATTTTGATT TTAGTAGTTCTGATGT TGAAGTTATTAAAATTTCTCGTTTAAGA
ATHAAATTAARAAATTCAAATTTATCAACACAAAAACAALACATAGAAGAATCA - - -CABRTCGCTAAATAATTTTGATTTTAGTEGTTCTGATRTTGAAGTTATTAAAATTTCTEGTTTAAGA
AR ATTTAARATTTTCAAATTTATCAACACAAAAACAARATATAGRAGARTCA - - CATTCATTAAATAATTTTAATTTTAGTAGTTCTGATGT TGAAGTTATTAAAATTTCTCGTTTAAGA
AT AT TTAARATATTCAAATTTATCAACACAAAAACAARATATAGAAGARTCARAACAGTCATTAAATAATTTTGATTTTAGTAATTCTGATGTTGAAGTTATTAAAATTTCTEGTTTGAGA

7[R ATTTARAAT T TTCAAATTTATCAACACARAAACAARATATAGAAGARTCANNNCATTCAT TARATAAT T TTIGAT I TTAGTAGT TCTGATGT TGAAGTTAT TARAATTTCTCGT TTAAGA
+ ++ + +HHE 4 + ++ + +

500

510 s20 B3 £40 L - 579 L e F9

RRATCTATTICAGRACARA TGAAARAT T TCARRARAT T TTATTGTTCCTACTACTTITAT TARATGAAATAARTATIGATAAT ITAGTATCATITA
AAATCTATTTCAGAACAAATGAAAATTTCAAAAAATGTTATTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATAAATATTGATAATTTAGTATCATTTA
AAATCTATTTCAGAACARATGAAAATTTCARAAAATTTTATTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATAAATATTGATAATTTAGTATCATTTA
AAATCTATTTCAGAACARATGAAAATTTCARAAAATTTTATTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATAAATATTIGATAATTTAGTATCATTTA
AAATCTATTTCAGAACAAATEAAAATTTCAAAAAATTTTATTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATAAATATTIGATAATTTAGTATCATTTA
AAATCTATTTCAGAACAAATGAAAATTTCAAAAAATTTTATTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAATAAATATTGATAATTTAGTATCATTTA
AAATCTATTTCAGAACARATGAAAATTTCAAAAGATGTTATTGTTCCTACTACTCTATTAAATGAAATAAATATCGATGATTTAGTATTGTTTA

AAATCTATTTCAGAACAARATGAAAATTTCAAAAAATTTTATTGTTCCTACTACTTTAT TAAATGAAATAAATATIGATAATTTAGTATCATTITA

+ o+ + + o+ ++

Slika 34: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena aceF pri fitoplazmi PD.
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TTTARARGTATATTTTCARATCORTGATAAAGT TAAAGARGGCGATATTTTAGT TACAGTAGAAACAGATARAGTAAATGOAGATTTACCAGOTOCAATARATERTGTTATTACTARAT

» FNGIBTE9 1
»FMN59B184 | T TTAAAAGTATATTTTCAAATCGGTGATAAAGT TARAGAAGGLCGATATTTTAGTTACAGTAGAAACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATAAATAGTGTTATTACTARAAT
»FM5B185 | 1T TTAAAAGTATATTTTCAAATCGGTGATAAAGT TARAGAAGGCGATATTTTAGTTACAGTAGAAACAGATAARGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATAAATAGTGTTATTACTAAAT
»FNGIBIE7 | 1T TTAAAAGTATATTTTCAAATCAGTGATAAAGT TAAAGAAGGCGATATTTTAGT TACAGTAGAAACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCGRCTCCAATAAATGGTGTTATTACTAAAT
»FMBIBIBE | 1T T TAAAAGTATATTTTCAAATCGRG TGATARAGT TAAAGAAGGCGATATTTTAGT TACAGTAGARACAGATAAAGRTAAATRCAGATTTACCAGCTCCAATAAATRGTGTTATTACTAAAT
»FN53BIBE| T TTAAAAGTATATTTTCAAATCRGTGATAAAGT TAAAGAAGGCGATATTTTAGTTACAGTAGAAACAGATAAAGTAAATGCAGATTTACCAGCTCCAATAAATRGTGTTATTACTAAAT

T T TAAAAGTATATT TTCAAATCGG TGATAAAGT TAAAGAAGGLGATAT T TTAGT TACAGTAGAAACAGATAAAGTAAATGCAGAT TTACCAGC TCCAATAAATGG TGTTATTACTARAT

+
lLzo 130 140 150 180 170 180 190 200 210 220 230

» FHDIETET
»FNE38184
»FNE38185
» FNBI8187
» FNO3E186

nltig 2

» FHE3E188

TTHTAGEASTTARAGAAGG TRAARTGATCCATGT TRETGATATGGTAGCTATAATAGGTGATGAARTTCATGAAARCTGARTTARARAAAGCARATARAGAAGATGATOCAGGAGTAGT TREAG
M TAGGAGTTAAAGAAGG TEAAATGATCCATGTTGRTGATATGGTAGCTATAATAGGTGATGAAATTCATGARACTGAATTAAAARAAGCAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGTCGRAG
M TAGGAGTTAAAGAAGG TEAAATGATCCATGTTGRTGACATGGTAGCTATAATAGGTGATGAAATTCATGARACTGAATTAAAAAAAGCAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGTCGRAG
MY TAGGAGTTAAAGAAGG TEAAATGATCCATGTTRETGATATAGTAGCTATAATAGGTGATGAAATTCATGARACTEAATTAAAAAAAGCAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGTCGRAG
Y TARGAG T TAAAGAAGG TEAAATGATCCATRTTRETGATATRGTARCTATAATAGGTRATGAAATTCATGARACTEAATTAAAARAARCAGATAAAGAAGATGATECAGGAGTAGTCGRAG
Y TABGAGTTAAAGAAGG TEAAATGATCCATGT TERTGATATGRTARCTATAATAGGTGATEAAATTCATGAAACTEAATTAAAAAAABCAGATAAAGAAGATEATECAGGAGTAGTCEERAR

Y TARGAGT TAAAGAAGGTRAAATGATCCATETTGETRATATRGTAGCTATAATAGRTGATGAAATTCATGAAACTGAATTALAAAAAGCAGATAAAGAAGATGATGCAGGAGTAGTCGRAR

»FNE38184
»FNE38185
» FNBI8187
» FNO3E186

» FHDIETET

» FHE3E188

+
gao 250 @260 270 a0 280 300 310 320 330 340 350

TP T T TAGARAATTCTTCTORARTTATAGARAARCAT T TARTGATARTCATETTTTARATGAARATTRATTTARGTGARARRARAAT TCTARCOACTCCTTTAGTACETTCTATGGE TARGARST

AT T TAGARAATTCTTCTCAAATTATAGARACATTTAATGATAACCATGTTTTARATGAAAT TAATTTAAGTGAAAARAAALTTCTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATGECTAAGAAGT
AT T TAGARAATTCTTCTCAAATTATAGARACATTTAATGATAACCATGTTTTARATGAAAT TAATTTAAGTGAAAARAAALTTCTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATGECTAAGAAGT
AT T TAGARAATTCTTCTCAAATTATAGARACAT T TAATRATAACCATGTTTTAAATGAAAT TAAT T TAAGTGAAAAAAAALATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATAGCTAAGAAGT
AT TTAGARAATTCTTCTCAAATTATAGARACATTTAATRATAACCATETTTTAAATEAAAT TAATTTAAGTRAAAAAAAAATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATREC TAAGAAGT
AT T TAGARAATTCTTCTCAAATTATAGAAACATTTAATGATAATCATGTTTTAAATGAAATTAATTTAAGTGAAAAAAAAATTCTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATGECTAAGAAGT

AT TTAGARAATTCTTICTCAAATTATAGARACAT T TAATRATAACCATET T TTAAATRAAAT TAAT T TAAGTRAAAARAAAATTICTAACCACTCCTTTAGTACGTTCTATREC TAAGAAGT
+

»FNE38184
»FNE38185
» FNBI8187
» FNO3E186
» FHE3E188

» FHDIETET

pea 370 . aso 390 _doo 410 420 430 440 450 460 470

AT AGRARTAGATTTARATARTGTTAATGGTAGTGEEATTAATGGCAAAARTCTTGARAGAAGATGTCGARAGATATCARARTGARART T TARARAATTCARCT TCARCAATACAARARCARA

BB TAGGAATAGATTTAAATALTGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGCAAARTCTTRAAAGAAGATGTCGAAAGATATCARAATGAAAATTTAAARAATTCAACTTCAACAATACARARACAAS
BB TAGGAATAGATTTAAATALTGTTAATGGTAGTGGGATTAATGGCAAARTCTTRAAAGAAGATGTCGAAAGATATCARAATGAAAATTTAAARAATTCAACTTCAACAATACARARACAAS
R TAGGAATAGATTTAAATAATGTTAATGRTAGTGGRGATTAATGACAAAATCTTRAAAGAAGATGTCAAAAGATATCARAATGAAAATT TAAAAAATTCAACTTCAACAATACAAARLAACAAS
RATARGAATAGATTTAAATAATGTTAATGRTAGTERGATTAATGRTAAAATCTTRAAAGAAGATETCRAAAGATATCARAATEAAAATTTAAARAATTCAACTTCAACAATACAAAAACAAS
BN TAGGAATAGATTTAAATAATGTTAATGETAGTGRGATTAATGRCAAAATCTTRAAAGAAGATGTCGAAAGATATCAAAATGAAAATTTAAAAAATTCAACTTCAACAATACAARAACAAS
R TAGGAATAGATTTAAATAATGTTAATGRTAGTGRGATTAATGRCAAAATCT TRAAAGAAGATETCRAAAGATATCARAATEAAAATTTAAARAATTCAACTTICAACAATACAAAAACAAA
+

480 480 500 510 s20 530 540 550 560 570 580 540

» FHDIETET
»FNE38184
»FNE38185
» FNBI8187
» FNO3E186
» FHE3E188

TP TETARARGRACAACAATCATTAAATARTCTTGATTTTAGTAGT T TTRATAGTGAAGTTATTAARATITCTCRT TTAAGARAARGC TATTTCAGAACARATGARARTTTCARRARATEOTA
A7 T T AR ARGAACAACAATCATTAAATAATCTTGATTTTAGTAGT T TTGATAGTGAAGTTATTAAAAT TTCTCGT TTAAGAAAAGC TATTTCAGAACARATGARAATTTCARARAATGETA
A7 T AT AR AR GAACAACAATCATTAAATAATCTTGATTTTAGTAGT T TTGATAGTGAAGTTATTAAAATTTCTCGTTTAAGAAAAGC TATTTCAGAACARATGARAATTTCARARAATGETA
A7HATATAAAAGAACAACAATCATTAAATAATCTTGATTTTAGTAGTTTTGATAGTGAAGT TATTAAAATTTCTCGTTTAAGAAAAGCTATTTCAGAACAAATGAAAATTTCAAAAAATGECTA
A7HATATAAAAGAACAACAATCATTAAATAATCTTGATTTTAGTAGTTTTGATAGTGAAGT TATTAARATTTCTCGT T TAAGAAAAGCTAT T TCAGAACAAATGAAAATTTCAAARAATGECTA
AT TATARAAGAACAACAATCATTAAATAATCTTGATTTTAGTAGT T TTEATAGTGAAGTTATTAAAATTTCTCETTTAAGAAAAGCTATTTCAGAACAAATRAAAATTTCAAAAAATEETA

AT A TATAAAAGAACAACAATCAT TAAATAATCTIGAT I TTAGTAGT TTTGATAGTGAAGT TATTAAAAT T TCTCG T TTAAGAAAAGC TAT T TCAGAACAAATGAAAAT TTCAAAAAATGLTA

600

60 R20 &30 B40 650 . G600 670 1] 630 700 710

TTGTTCCTACTACT T TATTAAATEARATIAATATTGATART T TGATAGEATTITAGEARARAATTAAAATTTGAAGCAGATTCTARARATATIAAATTARCTTACATEGE
TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGARAT TAATAT TGATAATTTGATAGCATT TAGGARAAAATTAAAATTTGAAGCAGATTCTAAAAATATTAAATTAACTTACATGGE
TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGARAT TAATATTGATAATTTGATAGCATT TAGGARAAAATTAAAATTTGAAGCAGATTCTAAARATATTAAATTAACTTACATGGCTTTTA
TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAAT TAATAT TGATAAT T TRATAGCATT TAGGAAAAAATTAAAATTTGAAGCAGATTCTAAAAATATTAAATTAACTTACATGGE
TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGAAAT TAATAT TGATAAT T TRATAGCAT T TAGGAAAAAAT TAAAATTTGAAGCAGATTCTAAARATATTAAATTAACTTACATE
TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGARATTAATATTGATAATTTRATAGCATTTAGEAAAAAATTAAAATTTGAAGCAGATTICTAAAAATATTAAATTAACTTACATEGE

TTGTTCCTACTACTTTATTAAATGARAT TAATAT TGATAAT T TGATAGCATT TAGGAAAAAA T TAAAAT T TGAAGCAGA TTCTAAARATAT TAAATTAACTTACATGGCTTTTA

Slika 35: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena aceF pri fitoplazmi AP.
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CEIezZenz
CEISZa0l
CEIgZ594
CEIBZ585
CEISZ5592
CEIBZ5897
CEIgZ5599
CEIgZ55938
CEISZ5593
CEISZ596
CEISZa00

= = = = = = = = = =

CEIG=60Z &1
CEI6z2601 &l
CEIE=2594 &1
CEI62585 &l
CBEIgz392 &l
CEIE=597 &1
CEIE=599 &1
CBEIGZ593 4l
CBEIE=583 77
CEIE=2596 77
CEI&z600 77

CEIgzZenz 16l
CEIcZ60l 16l
CEIGZ594 16l
CEISZ595 1Al
CEIgZ592 16l
CEISZ597 16l
CEIgZ593 16l
CEIgzZ598 16l
CEISZ593 137
CEISZ596 157
CEISZ600 157

CEIAZa0Z 241
CEIfZa0l 241
CEIGzZ594 241
CEIAZ595 241
CEIGzZ592 241
CEIGZ597 241
CETIGZ599 241
CEIAZ595 241
CETGZ593 237
CEIAZ596 237
CEIaZa00 237

LEVYFEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVISDEINEETNLNMEMSNENE 50
LEVYFEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAF INGFITEL GOMITVGDTIAVISDEINEETNLNMESSHENE 50
LEVY FEIGDEVEEGD ILVTVE TDEVNSD VAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVISDEINEETNLNMEMSHENE 51
LEVY FEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVIZDEINEETNLNMEMSHENE 31
LEVY FEIGDEVEEGD ILVTVETDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVISDEINEETNLNMEMSHENE 51
LEVY FEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVIZDEINEETNLNMEMSHENE 31
LEVYFEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAP INGFITEL GOHIVVGDTIAVISDEINEETNLHNMEMSHENE 30
LEVYFEIGDEVEEGD ILVIVE TDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVISDEINEETNLHNMESHENE 300
-—---FEIGDEVEEGD ILVIVETDEVNSDVIAF INGFITEL GOMITVGDTIAVIADEINEETNLNMELSHENE 50
———-FEIGDEVFEGDILVIVETDEVNSDVIAP INGFITEL GOMIVVGDTIAVISDEINEETNLNMESSHENE 50
-—---FEIGDEVEEGDILVIVETDEVNSDVIAF INGFITEL GOMITVGDTIAVISDEINEETNLNMEMSHENE 50

DEEDDAGYVGD LENSSQITETFLDNHI SNE INNLSEFEILTTE LVE.
DFEDDAGYYGDLENSSQITIETFDDNHISNEINNLREFFEILTTPLYE.
DEEDDAGYVGD LENSSQITETFLDNHI SNE INNLSEFEILTTE LVE.
DFEDDAGYYGDLENSSQITIETFDDNHISNEINNLREFFEILTTPLYE.
DFEDDAGYVGDLENSSQIIETFDDNHISNEINNLSEFEILTTFLYE.
DEEDDAGYYGED LENASQITETFLDNHI SNE INNLSEFEILTTE LVE.
DEEDDAGVGED LENSSQITETFLDNHI SNEINNLSEEEILTTE LVE,
DEEDDAGYYGDLENSSQIIETFDDNHISNEINNLSEFEILTTFLYE
DEEDDAGYYGD LENASQITETFLDNHISNEINNLSEEEILTTELVE.
DEEDDAGYVGD LENSSQITETFLDNHI SNE INNLSEFEILTTE LVE.
DFEDDAGYYGDLENSSQITIETFDDNHISNEINNLREFFEILTTPLYE.

HLGIDLENYNGS GINGEI LEEDVEFY INEN
LGIDLENVNGS GINGEILFEDVERY ONEN
LGIDLENYNGS GINGEI LEEDVEEY JNEN
LGIDLENVNGS GINGEILFEDVERY ONEN
LGIDLENVNGS GINGKILFEDVERY ONEN
LGIDLNNVNGS GINGKI LEEDVERY ONEN
LGIDLENYNGSGINGKI LEEDVEEY JNEN
LGIDLENYNGS GINGKILEEDVEEY ONEN
LGIDLENWNGS GINGKI LEEDVEEY ONEN
LGIDLENYNGS GINGEI LEEDVEEY JNEN
LGIDLENVNGS GINGEILFEDVERY ONEN

LEHEL 5 TE] UNIFKEFEEQTLFENFDFNES FIKITRLEETIZEQMEISFNATVEFTTLLNEINIDHLY
LEHGHL A TENONIKEKEEOTLFENFD FHES FIKITRLEETISEQMEISFNATVFTTLLNEINIDHLY
LEHA[ML S TENINIFEFEEJTLFENFLFNG S FIKITELREETISEQMEISFNATVFTTLLNEINIDNLI]
LEHASBL 3 THOINIKEKEEQTLFENFLFNS S FIKITELREETISEQMEISFNATVFTTLLNEINIDNL JAFFEELEIE
LEHAML 3 THOONIFEFEEQTLFENFDFNS S FIKITRLRETIZEQMEI 3FNATVEFTTLLNE INIDNL TAFREELEIE

FEERLEIE
7
i
i
7
LKHSHL STEIINIKEKEE OTL FENFD FNSSSUTE FIK I TRLRETT SE QMK SKNATVPTTLLNE INTDNL IMFREELETE
7
7
7
i
i

FREKLEIE
FREELEIE

LEHS LA TEONIKEFEEQTLFENFD FHES FIKITRLRETIZEQMEI 3FNATVEFTTLLNE INIDNL TAFREELEIE
LEHSL A TEONIKEFEEQTLFFNFDFHES FIKITRLRETIZEQMEISFNATVEFTTLLNE INIDNL TAFREELEIE
LEHS LA TEONIKEKEEQTLFENFD FHES FIKITRLEETISEQMEISFNATVEFTTLLNEINIDNL TAFFEELEIE
LEHSHL STENUNIKEFEE OTLFENFD FH3S FIKITELREETISEQMEISFNATVEFTTLLNEINIDNL TAFREELEIE
LEHSLATRHINIFEFKEEQTLFENFD FHSE FIKITRLRETISEQMEISFNATVEFTTLLNEINIDNL AFFEELEIE

SENIKLTYL 251
SENIFKLTYL 251
SFNIKLT-- 249
SENIELT-- 249
SFNIKLT-- 249
SFNIKLT-- 249
SENIKL--- 243
SENIKL--- 243
SENIKLTYL 247
SENIKLTYL 247
SENIELTYL 247
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Slika 36: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom aceF, pri fitoplazmi ESFY.
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CBIA2607 1 LEWYFKVGDKVKEGHILATVETDEVHADLPAPTHGFITELGVKEGETIHVGINVATI SHGINERTNLNT KLHENELEH 79
CBIG2603 1 LEVYFKVGDKVEEGRNILATVETDEVNADLPAPINGFITELGVKEGETIHVGDNVATI SIETHERTNLEMNEL SHENELKH 80
CBIG2608 1 LEVYFKVGDKVEEGNILATVETDEVNADLPAPINGFITELGVKEGETIHVGDNVAVI SIETMHKTNLNT-FLEDENELKH 79
CBEIG2604 1 LEWYFKVGDHVEEGNILATVETDEVHADLPAPINGFITELGVEEGETIHVGDNVAVI SIETHERTNLNMEL SDENELEH 50
CBIG2605 1 LEVYFKVGDKVEEGNILATVETDEVNADLPAPINGFITELGVKEGETIHVGDNVAYI SIETMETHNLNT-FLANENELKH 79
CBIG2606 1 LEVYFKVGDKVEEGDILATVETDKVNADLPAPINGFITELGVKEGETIHVGDMVAVISIETHEKTHLNNNFL SUEDELKH 0
CBIGZ607 &0 NSHEERT LTTP LYRSHAKELGID LNVNGS GINGK I LEED VERYRNEN 159
CBIGZE03 &l NSHHERT LTTP LYRSHAKKLGID LMVNGSGINGRI LEEDVERINEN 160
CBIGZG08 &0 NSHEERILTTP LYRSHAKELGID LMNVNGSGINGKI LEEDVERTINEE], 159
CBIGZE04 &l NSHHERT LTTP LYRSHAKKLGID LNSVNGSGINGRI LEEDVERYINEN 160
CEIGZE05 &0 NSHERET LTTPLYRSHARKLGID LMNVNGS GINGET LEEDVERTINEN 159
CEIGZE06 &1 NSHEERILTTPLYRSHARKLGID LNNVNGS GINGEI LEEDVERTINEN 160
CBIG2607 160 LEFSNLSTOKONTEEJIR LNNFOFSERDVEY IET SRLEES TSEQMET SHIVTVETTLLNE INT FREKL T 23g
CBIfZ603 161 LEFSNLSTOKONTEES-HELNNRLFSSEDVEY TR SRLREKS TSEQMKET SENFATVETTLLNE INT FREEL T 230
CBIEZ608 160 LENSNLSTORONIEES QR LNNRUFSGEDVEY IKI SRLEKS TSEQMK I SENFIVETTLLNE INT FRIEL Y 238
CBIG2604 161 LEFENLSTOKONIEES-HSLNNFNFSEEDVEY I SELEES ISEQMKI SENFIVPTTLLNEINT FRIEL T 239
CEIGZ605 160 LEWSNLSTOKONTEESHOELNNALFSHEDVEY T SRLRES TSEQMET SHDVIVETTLLNE TNT FRETL T 239
CBIG2606 161 LEFSNLSTOKONIEE:-HSLNNRUFSEEDVEY I SELEKS ISEQMKTSHNATVPTTLLNE INT FRIEL - z37
CBIGZ607 239 ENIKLTYM 246
CBIGZE03 240 ENIKLTYM 247
CBIGZ608 239 ENIKLTYM 246
CBIGZA04 240 ENIKLTYM 247
CEIGZE05 240 FNIKLTYM 247
CBIGZE06 ~ =——mm—m-mm

Slika 37: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom aceF, pri fitoplazmi PD.
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TP 00=004194
CEIGEE12
CEIG=E10
CEIfEE11

TP 00=004194
CEIGZE12
CEIG=E10
CBEIf=E11

TP 00=004194
CEIGZE12
CEIG=610
CEIG=E11

TP 002004194
CEIGZ612
CEIG=610
CEIG=E11

TP 002004194
CEIGZ612
CEIGZ610
CEIfEE11

TP 002004194
CEIRZE12
CEIG=510
CEIGEE11
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MFELEFADVGEGIDE GTVYLEVTFQIGDEVEEGD ILVTVETDEVNAD LPAF INGVITELGVEE GEMIHVGDMYAIIGDE ITH
—————————————————— LEVYFOIGDEVFEGDILVTVETDEVNAD LFAR INGVITELGVEE GEMIHVGIMVAIIGDETH
—————————————————— LEVYFQIGDEVFEGDILVTVETDEVNAD LFAF INGVITELGVEE GEMIHVGDMVAIIGDETH
—————————————————— LEVYFQIGDEVEEGD ILVIVETDEVNAD LPAP INGVITELGVEE GEMIHVGDIVAIIGDETH

ETELEFADFEDDAGYYGD LENS S0 I IETFHNDNHVLEE INL AEEKILTTPLVE SHAFELGID LNIVH 53 G INGKI LEEDVE
ETELEFADFEDDAGYYGD LENS S0 I IETFHNDNHVLEE INL AEEKILTTPLVE SHAFELGID LNIVH 53 G INGKI LEEDVE
ETELEFADFEDDAGYYGD LENS S0 I IETFHNDNHVLNE INL SEEKILTTPLVE SHAFELGID LNIVH 73 G INGKI LEEDVE
ETELEFADKEDDAGYYGD LENS S0 IIETFNDNHVLEE INL SEEFILTTP LVESHAFELGID LNIVH 3 G INGEKILEEDVE

EYONENLENSTSTIOKONIKEQQSLNNLD FSSFD SEVIKISELREKAT SEQME I SKNATVFTTLLNE INIDNLIAFREELE
RETONENLENSTSTIQKONIFEQQSLNNLD Fa S FD SEVIKISRLREKAT SEQME I SKNATVFTTLLNE INTDNL IAFREELE
RETONENLENSTSTIQKONIFEQQSLNNLD Fa S FD SEVIKISRLREKAT SEQME I SKNATVFTTLLNE INTDNL IAFREELE
RETONENLENSTSTIOKONIFEQQSLNNLD Fa S FD SEVIKISRLRKAT SEQME I SKNATVFTTLLNE INTDNL IAFREELE

FEADSKNIKLTYMAFIMEATVIVLKEFEIFNS SFNEVEDE I TIKKNINLGIAVDTED GL IVENIENADEMNI LELAKELE
o8 NP1 D
FEAD SKH TR LT~ — — = — - — - m oo o
FEAD SKNTKLTYMAFTMEAT VI VLEE — - = — - === m—m - mmm - m oo m o mmm oo

ITAKETREREY S TIEELKNGTFTITNFGALGLIYGTPIINY PETATLGIGTITEKP IVEQEETTTANMLPLELTIDHRIID

Slika 38: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom aceF, pri fitoplazmi AP.
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4.3.3 Primerjava podobnosti dela gena pnp ter njegovih aminokislinskih produktov
pri fitoplazmah skupine AP

Spodaj sta prikazani podobnosti nukleotidnega (slika 39) in AK (slika 40) zaporedja dela

gena pnp. Poravnave nukleotidnih zaporedij fitoplazem ESFY, PD in AP so natan¢neje

predstavljene na slikah 41, 42 in 43. Poravnave AK zaporedij istih fitoplazem pa so
prikazane na slikah 44, 45 in 46.
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ESFY
100 200 300 400 5

_____I
PD
100 200 300 400 5

AP
100 200 300

Slika 39: Grafi¢na predstavitev podobnosti nukleotidnega zaporedja dela gena pnp znotraj fitoplazem
ESFY, PD in AP. Zaporedje gena je dolgo pribliZzno 515 bp. Z rumeno barvo so oznaéene ¢érte, Ki
skupaj s Stevilom nad njimi oznacdujejo dolzino zaporedja, z rdeco barvo pa so ozna¢ena mesta, ki
oznacujejo razlike med zaporedji iste fitoplazme. Ena rdeca ¢rta predstavlja neujemanje na enem
nukleotidnem mestu. Stevilo zaporedij, ki smo jih uporabili v primerjavi podobnosti: ESFY-dve
zaporedji; PD-osem zaporedij; AP-pet zaporedij.

ESFY
0 50 100 150
FPD
0 50 100 150
0 50 100 150

Slika 40: Grafi¢na predstavitev podobnosti aminokislinskega zaporedja proteina polinukleotidna
fosforilaza, kodiranega z genom pnp, znotraj fitoplazem ESFY, PD in AP. Aminokislinsko zaporedje je
dolgo priblizno 170 aminokislin. Z rumeno barvo so oznacene ¢rte, ki skupaj s $tevilom nad njimi
oznacujejo dolZino zaporedja, z rdeco barvo pa so oznacene ¢rte, ki oznacujejo razlike med zaporedji
iste fitoplazme. Ena rdeéa &rta predstavlja neujemanje v eni AK. Stevilo AK zaporedij, ki smo jih
uporabili v primerjavi podobnosti: ESFY-dve zaporedji; PD-pet zaporedij; AP-pet zaporedij.
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T 10 z0 30 a0 50 &0 70 50 50 Io0 110
A T TAA A GGAA T TA AT TAGAAA T T T T TRAAAAAGT T T TAAA A CAAGCAAAAAAAGA TAGAA TAAAAAT T T TAAATGAAATGRAAAAAGTAATTAATAAATCTAGAAATAAAGTTTICT
AT TAAAGGAATTACAT TAGAAAT T TTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAAAAAAGATAGAATAAAAATTTTAAATGAAATGGAAAAAGTAATTAATAAATCTAGAAATAAAGTTTCT
AR T TAA A GGAA T TA AT TAGAAAT T T T TRAAAAAGT T T TAAAACAAGCAAAAAAAGA TAGAATAAAAAT T T TAAATGAAATGRAAAAAGTAATTAATAAATCTAGAAATAAAGTTTCT
+
|Lzo 130 140 150 lsa 170 180 190 zoo zlo zz0 z30
>FNE9E19T [ 119a A A TATGCACC TARAG T TAAAATGA T T TCAATTAATCCAGAAAAAATACGTGATATTAT TIGGTAG TGGTGGTAAAATAATTAATCAGATTAT TGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGAT
5> FNESE150 | 11908 AA TATGCACCTARAGTTAAAATGAT TTCAATTAATCCAGARAAAATACGTGATATTATTGGTAGTGGTGGTAAAATAATTAATCAGATTATTGAAAAACATEATAATGTTARAATTGRAT
Fl 1192 A TATGCACC TAAAGT TAAAATGATTTCAATTAAT CCAGAAAAAATACGTGATATTAT TGGTAG TGG TGGTAAAATAATTAATCAGATTAT TGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGAT

> FN538191
» FN593190

] Z50 260 270 Z50 Z00 300 310 320 330 340 350
> FNE9ETHT | 23[R TTATGCAAGATRGARARATTTATATTATGCATCARAATATGARRATTGTTGATTTAACAATTATITATATTCGARATTTTTTARAAAAARTTARAGTAGARACCOTATATGARGT TARA
5 FNE3E190 | 233 TTA TGCAAGA TEGAARARTTTATATTATACATCAARATATEARAATTGTTGAT I TAACAATTATTTATATICGAAATTTTTITAAAAAARATTAAAGTAGARACCETATATRAAGTTARS

TR T TATGLAAGATGGARAAR T TTATATTATGLATCARAATATGARAR T TGTTGAT I TARCAATTAT T TATATICGAAATTTTTTAAAARARAT TAAAGTAGARACCGTATATGAAGT TARA

360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 a7 480 450 500 s10

ATTATACGTTTTOT TARAGATAAAATCORTAARAACATTCAGAGTTATAGCAGAARATTTTTCCTRATGT TGAAGGTTTTATICATATIAGTAAATTAGAAAATTATAGART TGATARAGTCGAAGATAT TTTARAAATAGGTCARATTATTTTA

ATTATACGTTTTGT TAAAGATAAAATCGETAAAACATTCGEAGT TATAGCAGAAATTTTTCCTEETGTTGAAGGT TTTATTCATATTAGTAAAT TAGARAATTATAGAGT THATARAGT TGAAGATGTTTTARARATAGGTCAANTTATTTTA

ATTATACGTTTTOT TARAGA TAAAATCOGTARAACAT TCAEAGT TATAGCAGAAATTTTTCCTEATGT TGAAGGTTTTATICATAT IAGTAART TAGARAATTATAGART TGATARAGT TGAAGATAT TTTARARATAGETCARATTATTTTA
4

Slika 41: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena pnp pri fitoplazmi ESFY.

T T T T - . D
» FN538197 [P A A T TAAAGRAATAACAT TAGAAAT T T T IGAAAAAGT T T TAAAACAAG AR AR A AGATAGAATAAAGAT T T TAAATGAAATGGAAAAAGTAATCAATAAGTCTICGAAATGAAGTTITC
» FN538198 1A A G T TAAAGEAATAACC T TAGAAAT T TTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAAAAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGAAATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCGAAATGAAGTTTC
»FMN538199 1A A G T TAAAGEAATAACATTAGAAATTTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAAAAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGAAATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCGAAATGAAGTTTC
» FN538192 Tfr s T TAAAGEAATAACATTAGAAATTTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAAAAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGAAATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCRAAATEAAGTTTC
5FNEIBI9E [ 1[aAAG T TAAAGEAATAACGTTAGAAATTTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAARAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGARATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCRAAATGAAGTTTE
=FNEIBI95 [ 1[aAAG T TAAAGRAATAACATTAGAAAT TTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAARAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGARATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCRAAATGAAGTTTE
5FNGIB194 [ 1[aAAG T TAAAGGAATAACGTTAGAAAT TTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAARAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGARATGRAAAAAGTAATTAATAAGTCTCRAAATGAAGTTTE
»FNG33193 | 1[aAAGTTAAAGEAATAACATTAGAAATTTTTGAAAAAGT TTTAAAACAAGCAAAAAAAGATAGAATAAAGATTTTAAATGAAATGRAAAAAGTAATTAATAAGTCTCGAAATGAAGTTTC
RN 1P AAGTTARAGGAATAACATTAGAAATTTTTGARAAAAGT T T TAAAACAAGCARAAAAAGATAGARTARAGAT T T TAAATGARATAGARARAGTAATTAATAAGTCTCGAAATGAAGTTTE
+ + +
iLzo 130 140 150 180 170 180 190 00 zlo 2z0 230

NGOy [ TTATABATATGCTCOTARAGTTARAATGAT T TEARTTAATCCAGARARAATACOTGATATTATTOOTAGCGGE GG TAAAATAATTAATCAARTTATTGARARACATOATAATETTARARTTEA
»FNEIE198 | MY TAAATATGC TOC TAAAGTAAAAATGAT T TCAATTAATCCAGAAAAAATACGTGATATTATTGGTAGC GGG TAAAATAATTAATCAAATTATTGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGA
»FNEIE9T | MY TAAATATGC TOC TAAAGTAAAAATGAT T TCAATTAATCCAGAAAAAATACGTGATATTATTGGTAGC GGG TAAAATAATTAATCAAATTATTGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGA
»FMNEIEI9Z | MY TAAATATGC TCC TAAAG T TAAAATGAT T TTAATTAATCCAGAAAAAATACGTGATATTATTEGTAGCGGCAGTAAAATAATTAATCAAATTATTGAAAAACATRATAATGTTAAAATTGA
5 FNEIB196 | 119 TAAATA T TCCTAAAGTAAAAATGAT T TCAATTAATCCAGAARAAATACBTGATATTATTGETAGCGAACEGTAAAATAAT TAATCARATTATTOAALAACATGATAATGTTAAAATTGS
5 FN538196 | 119 TAAATATGC TCCTAAAG TAAAAATGAT T TTAATTAATCCAGAARAAATACETEATAT TATTGE TAGCEGCEGTAAAATAAT TAATCARATTATTRAAAAACATGATAATGTTAAAATTGS
5 FN538194 | 119 TAAATATGC TCCTAAAG T TAAAATGAT T TTAATTAATCCAGAARAAATACETGEATAT TATTGETAGCEGCEGTAAAATAAT TAATCARATTATTRAAAAACATGATAATGTTAAAATTGS

5 FNB3E193 | 119 TAAA TATGC TCCTAAAG T TAAAATGAT T TTAATTAATCCARAAAAAATACETGATATTATTGETAGCAGCEGTAAAATAAT TAATCAAATTATTRAAAAACATGATAATGTTAAAATTGS
WTAAATATECTCETAAAETWAAAATEATTTVAATTAATECAEAAAAAATAEETEATATTATTEETAEEEECEETAAAATAATTAATEAAATTATTEAAAAACATEATAATETTAAAATTEA

+ +
T N N L T T L N N T T .,
> FHEIT7 | 23 TAT TATGCAAAA TGGRAAAAAT T TATAT TATGLATCAARATATGGARAT IGT IGAT T TAACAAT IGE T TATAT TARAAAT I TT I TAAAAAARAT TARATTAGARACTGTTTATGAAGT TAA
»FNEIE198 | 239 TA T TATGCAAGA TGGAAAAAT T TATAT TATGCATCAAAATATGGAAAT TGTTGAT T TAACAATTACTTATATAARAAATTTTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
»FNEIE199 | 239 TA T TATGCAAGA TGGAAAAAT T TATAT TATGCATCAAAATATGGAAAT TGTTGAT T TAACAATTACTTATATAAAAAATTTTTTAAAAAAAATTARAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
»FNEIEI9Z | 23 TA T TATGCAAGA TAGAAAAAT T TATAT TATGCATCAAAATATGRGAAAT TG T TGAT T TAACAATTACTTATATAAAAAATTTTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTETATATGAAGTTAA
5 FNBIB19E [ 233 TA T TATOCAAGATEGAAAAAT TTATATTATGCATCAAAATATGEAAATTGT TAATTTAACAATTACTTATATAAAAAATTTTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
5 FNGIB195 [ 239 TA T TATECAAGATEGAAAAAT TTATATTATGCATCAAAATATGEAAATTGT TRATTTAACAATTACTTATATAAAAAAT T TTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
5 FNGIB194 [ 239 TA T TATECAAGATEGEAAARAT TTATATTATGCATCAAAATATGREAAATTGT TRATTTAACAATTACTTATATAAAAAATTTTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
» FNGGE153 | 2391 A T TATECAAGA TEGEAAAAAT TTATATTATGCATCAAAATATGEAAATTGTTGATTTAACAATTACTTATATAAAAAATTTTTTAAAAAAAATTAAAGTAGAAACTGTATATGAAGTTAA
23 TATTATGCAAGATGGARAAAAT T TATATTATGLATCARAATATGGARAT TGTTGAT TTAACAATTACTTATATAARARAT T TT T TAAAAAAAAT TARAGTAGAAACTGTATATGAAGT TAA
+ + + + +
360 370 380 X ang ai azu a0 a0 asu as0 a7 D asg 500 510
FATTTTACGTTTTGTIAGAGATARAATGEATAARACATTTGEAGCAATAGCAGAARATTTTTCCTEGTGTTGARGETTITATTCATATTAGIAARATTAGCARATIATAAAGT TGATARAGTTRARGATGTTTTGARARTAGGTCARATTATITT
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATARAATGRATAAAACAT T TGRABCAATABCAGAAATTTTTCOTEGTRTTGAAGETTITATTCATATTAGTAAATTARAARATTATAAAGTTGATAAAGT TRAAGATGTTTTRAAGATABGTOAAGTTATTTT
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATAAAATGEATAAAACATTTGEABCAATAGCAGAAAT TTTTCCTEGTGT TGAAGETTTITATTCATATTAGTAAATTAGAARATTATAAAGTTGATAAAGT TRALGATGTTTTGARGATABGTCAAGTTATTTT
AATTTTACGTTTTRTTAGAGATARAATGRATAAAACATT TGRABCAATAGCAGAAATTTTTCOTRGTGTTGAABRTTITATTOATATTAGTARATTAGAARATTATAAAGTTGATAAABT TRAAGATGTTTTGAABATABGTCAAGTTATTTTA
AATTTTACGTTTTGTTAGAGA TAAAATGEATAAAACATTTGEABCAATAGCAGAAATTTTTCCTEGTGTTGAAGETTTITATTCATAT TAGTAAATTAGAARATTATAAAGT TGATAAAGT TRARGATGTTTTGAAGATAGGTCARGTTATTTTA
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATARAATGEATAAAACATT TGRABCAATAGCAGAAATTTTTCCTEGTGTTGAAGRTTTITATTCATATTAGTAAATTAGAARATTATAAAGT TGATAAABT TRAAGATGTTTTGAAGATAGGTCAAGTTATTITTA
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATARAATGEATAARACATTTOGABCAATAGCAGAAATTTTTCCTAGTGTTGARGGETTTTATTCATATTAGTAAATTAGAARATTATAAAGTTGATAAAGTTGARGATGTTTTGARGATAGGTCARGTTATTITTA
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATARAATGEATAARACATT TGRAGCAATAGCAGAAATTTTTCCTGGTGTTGARGGTTITATTCATATTAGTAAATTAGAARATTATAAAGT TGATAAAGT TGAAGATGTTTTGAAGATAGGTCAAGTTATITIA
AATTTTACGTTTTGTTAGAGATARAATGRATAAAACATT TGRABCAATAGCAGAAATTTTTGOTEGTGTTGAAGRTTTTATTOATATTAGTARATTAGAARATTATAAAGT TGATAAART TRAAGATGT T TTGAAGATAGGTCAAGT TATTTIA
+ + +

Slika 42: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena pnp pri fitoplazmi PD.

L 10 z0 30 a0 50 &0 70 ) 90 100 110
= FN598203 o G T TA A A GGRCA T TACAT TAGAAAT T T T TGRAARAAGT TTTAGAACAAGCAAAAAAAGA TAGAATARAGAT T TTARATGAAATGEAAAAAGTAATTAATAAGTCTCGCAATGAAGTTTCC
= FM598201 ot s T T A A A GECA T TACAT TAGAAAT T T T TGAARAAGT T TTAGAACAAGCAAAAAAAGATAGAATARAGAT T TTARATGAAATGEAARAAGTAATTAATAAGTCTCGCAATEAAGTTTCC

1
1
= FN598202 YA AT TAAAGECATTACAT TAGAAAT T T T TGAARAAGT T TTAGAACAAGCAAAAAAAGATAGAATARAGAT TTTARATGAAATGEAARAAGTAATTAATAAGTCTCGCAATEAAGTTTCC
= FN598200 e r A T TAAAGECATTACAT TAGAAAT T T T TGAARAAGT TTTAGAACAAGCAAAAAAAGATAGAATARAGAT T TTARATGAAATGEAARAAGTAATTAATAAGTCTCGCAATEAAGTTTCC
» FN538204 e AB T TAAAGGCATTACAT TAGARAT T TTTRAAAAAGT TTTAGAACAAGCAAAAAAAGATAGAATARATAT T TTAAATGAAATGGAAAAAGTAATTAATAAGTCTCGCAATGAAGTTTCL

orGT TAAAGGCATTACAT TAGAAAT T TTTRAAAARGT T T TAGAACAAGCAAAARAAGA TAGAATAARAGAT T TTARATGAAATGGAARAAGTARTTARTAAGTC TCGCAATGAAGT TTCE

+ +
[fzo 130 10 150 1e0 170 180 130 200 210 220 230
> FMN500203 | T19[AAATATGCTCLTARAG TAAAGATGATITTAAT TAARCCAGAAAAAATACGCGATATTATIGGTAGTGETGGTAARATARTTAATCARATTATIGAAAARACATGATAATGTTAARATTGAC
= FN598201 | 119 A A TATGC TCC TAAAGTAAAGATGATTTTAATTAAACCAGAAAAAATACGCGATATTATTGARTAGTGETOGTAAAATAATTAATCAAATTATIGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGAC
5 FNG98202 | 119 A A TATEC TCC TAAAGTAAAGATEATTTTAATTAAACCAGAAAAAATACACGATATTATTGATAGTGGTOGTAAAATAATTAATCAAATTATIGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGAC
5 FNGI8200 | 119 A A TATEC TCC TAAAGTAAAGATEATTTTAATTAAACCAGAAAAAATACGCGATATTATTGATAGTGGTOGTAAAATAATTAATCAAATTATIGAAAAACATGATAATGTTAAAATTGAC
= FNG98204 | 1198 A A TATECTCCTAAAGTAAAGATEATTTTAATTAAACCAGAAAAAATACGCGATATTATTGATAGTGGTAGTAAAATAATTAATCAAATTATTIGAAAAACACGATAATATTAAAATTGAC
T s A TATEC T C TAA A GTAAAGATGAT T TTAA T TAAACCAGARAAAATACGLGATAT TAT T GRTAGTGE TGG TAAAATAATTAATCAAATTATTGAAAAACATGATAATAGTTARAAATTGAD

+
ean 250 280 270 280 230 300 310 320 330 340 350
> FM500203 | Z39P TTATGCAAGATGGGAARAAT T TATATTATGEATCARAATATGEARATTGT TAAT T TAACAGT TGC TTACATTCARAAT T TT T TAAARAAAARTTAAAGTAGARAATGTATATOARGTARAA
»FME98201 | 239[a TTA TGL A A GATEGAA AR AT TTATAT TATGL AT CARAATATGRAAAT TR T TGAT TTAACAGT TAC T TACAT TCARAAT T T T T TAAAARAAAT TAAAGTAGARAATGTATATGAAGTAAMA
»FME98202 | 239[a TTA TGL A A GATEGAA AR AT TTATAT TATGL AT CAAAATATGRAAAT TG T TGAT TTAACAGT TAC T TACAT TCARAAT T T T T TAAAARAAAT TAAAGTAGARAATGTATATGAAGTAAMA
»FM998200 | 239[a TTA TGL A A GATEGAAARAT TTATATTATGL AT CARAATATGRAAAT TG T TGAT TTAACAGT TAC T TACAT TCARAAT T T T T TAAAARAAAT TAAAGTAGARAATGTATATGAAGTAAMA
»FN598204 | 239a TTA TGCAAGATGGRAAAAATTTATATTATGCATCARAATATGRAAAT TGTTGATTTAACAGT TACTTACATTCARAAT T T T T TAAAAAAAAT TAAAGTAGARAATGTATATGAAGTAAAA
23R T TATGLAAGA TGGARAAAT TTATATTATGLATCAAAATATGGEAAATTGTTGAT TTAACAGT TACT TAGATTCAAAATTTTTITAAAAAAAAT TAAAGTAGAAAATGTATATGAAG TARAR
+ +
360 370 360 350 60 410 Az 30 A48 50 260 a7a 480 as0 500 B
RTTTTACGTTTTGTTARAGATARAATGGATARAACATTTEGAGC TATAGCAGABATTITTCCAGOTAT TGAAGETTITTATICATATTAGTARATTAGRAARTTATARAGTTOBTAAARGTTORAGATGTTTTAARRATAGETCARATTATTTTA
ATTTTACGTTTTET TAAAGATALAATEGATALAACATTTEGAGCTATABCAGAAATTTTTCCAGGTATTGAAGETTTTATTCATATTAGTAARATTAGAAAAT TATALAGTTGATAAAGTTGAABATGTTTTAALAATAGRTCARATTATTITA
ATTTTACGTTTTETTAAAGATAAAATEGATARAACATTTEGAGE TATABCAGAAATTTTTCCAGETAT TEAAGG T TTTATTCATATTAGTARAT TAGAARAT TATAAAGT TGATAAAGT TGARGATETTTTAAAAATAGETCARATTATTTTA
A TTTTAOGTTTTETTAAAGATAAAATRGATAAAACATTTEGRAGC TATAGCAGAAATTTTTCCARGTATTRAAGGTTTTATTCATATTAGTARAT TAGAARAT TATAAAGTTGATAAAGTTGARGATGTTTTAAAAATAGRTOAARTTATTTTA
ATTTTACGTTTTET TARAGATARAATEGATARAACATTTEGAGCTATAGCAGAAATTTTTCCAGGTATTGAAGGTTTTATTICATATTAGTARATTAGAARAT TATAAAGTTGATAAAGTTGARGATGTTTTAAAAATAGETCAAATTATTITA
ATTTTACGTTTTE T TARAGATARARTEGATARAACATTTEGAGE TATAGCAGARATTTTTCCAGE TAT TGAAGE TTTTATTCATAT TAGTAARTTAGAARAT TATARAGT TGATARAGT TGARGATOTTTTAAAARTAGE TEAARTTATTITA
+

Slika 43: Poravnava nukleotidnih zaporedij dela gena pnp pri fitoplazmi AP.
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CETaZEle 1 EEGITLEIFEKVLKQAKKDRIKILNEHEKVINKSRHKVSKYAPKVKHISIHPEKIRDIIGSGGKIINQIIEKHDN?KIDI

CEIGE61T 1

CEIgZElE &l
CEIGZE61Y &l

CEIGE61le 16l
CEI&E617 16l

DVLEIGQIIL 170
DVLEIGQIIL 170

GITLEIFEEVLEQAKFDEIEI LNEMERY INE SRNEV I FYAPEVFN IS INFEKIFDIIGEGGKIINQIIEFIDNVEID T

DG I ¥ IMHONMEIVD LTI IY IRNFLEF IEVE TVVEVE I IRFVEDEIGKTF GV IAEIFPGVE GF IHI SELENYEVDEVE
MO GE I ¥ IMHONMEIVD LTI IY IRNFLEK IEVE TVVEVE I IRFVFDEIGKTF GV IAEIFPGVE GF IHI SELENYREVDEVE

Slika 44: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom pnp, pri fitoplazmi ESFY.

CEIGZals 1 GITLEIFEEVLEQAFFDRIEILNEMEEY INKSFNEY 3K APEVEMTLINPEEIFD I TGS GGET INQI TEFHDNVEID
CEIGZElE 1 GITLEIFEEVLEQAFFDRIEILNEMEEV INKSFNEV 3K VAPEVENI LINPEKIRD I TGS GEETI INQI TEFHDNVEID
CEIGZE2E 1 GITLEIFEEVLEQAFFDRIEILNEMEEV INKSFNEW 3KV APEVENI SINPEKIRD I TGS GEETI INQITEFHDNVEID
CEIGZREL 1 GITLEIFEEVLEQARFDRIKILNEMEEY INKSRNEV KT APEVEN ] SINPEKIRD ITGEGECEI INQI IEFHDNVEID
CEIGZe23 1 GITLEIFEEVLEQAFFDRIEILNEMEEV INKSFNEW 3K TAPEVENI SINPEKIRD I TGS GGETI INQITEFIHDNVEID
CEIGZEl8 &l 1M GKIYIMHDHHEI?DLILIYLKNrLKKL ETVYEVEILREFVEDEMDETFGAIAE IFFGVEGFIHI SELENYEVDEY
CEIGZ61E 81 TMLGE I Y ITMHONME IVD LTI IFNFLEETHVE TV EVE I LEFVRDEMDETFGATAE TFPGVEGF THI SELENYEVDEY
CEIGZE22 &l I CE I IMHONME IWD LTI IEN FLEE IEVETVYEVE I LRFVFDFMDETF GATAE IFP GVEGF THI SKLENVEVDEY
CEIGZRE4 81 TMOGE I Y ITMHONME IVD LTI IFNFLEE THVE TV EVE I LEFVRDEMDETFGATAE TFPGVE GF THI SKLERYEVDEY
CEIGZ623 &1 IM GKIYIMHDNHEI?DLTIQYIKNFLKKIKEETvYE?KILRFVRDKHDKTFGAIAEIFPG?EGFIHISKL&NYK?DK?
CEIGZE1S 161 171

CEIGZald 16l 171

CEIGZE2E 16l 171

CEIGZRE4 161 170

CEIGZRES 161 170

Slika 45: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom pnp, pri fitoplazmi PD.

TP 002004412 451 KSLVAGVAMGLIVDDIDEINHYTILSDIEGLEDYOGDIDFEIAGTEVGITALOLDT GITLEIFEEVLEJAFFDRI]
CBEIG2623 T GITLEIFEEVLE JAKEDRT
CEI62625 T et GITLEIFEEVLEJAKFDR
CEI62626 T et GITLEIFEEVLEJAKFDR
CBIGZ630 I e e GITLEIFEEVLEQAKEDR

YP 002004412 581 LHEMEKVINKSRNEVSKYAPKVEMILIKPEKIRDIIGSGGKIINQIIEFHEDNVEID IMODGEIYIMHONME IVD LTI
CEIGzE29 24 LNEMEEY INESFNEV K YAPEVEMILIKPERIFD I IGAGERIINQ I TEFHDNVEID IMOD GEIV IMHONME IVD LT WA T
CEIGZ625 24 LNEMEEYINKSRNEV K TAPKYVEMILIKFERIRD I IGAGGRI INQI TEKHDNVEID TMOD GRITIMHONME IVD LTWTF T
CEIGZE26 24 LHEMEEYINK SRNEV K TAPKYVEMILIKFERIRD I IGAGERI INQ I IEFHDNVEID IMOD GRITIMHONME IVD LTVIE T
CEIGZE30 24 LNEMEEY INKSRNEV KT APKVFMILIKPERIRD I IGAGERIINQ I IEFHDNVEID IMOD GEITIMHONME IVD LTVIF T
TP 002004412 641 ONFLEKIEVENVYEVEILRFVEDFIMDETFGAIAEIFPGIEGFIHISELENYEVDEVEDVLEIGQIILVECIEINERGOID
CEIGZ629 104 ONFLEKIEVENVYEVEILRFVFDIMDETFGATAETIFPGIEGFIHI SELENYEVDEVEDVLEIGOIIL - - - - - - === ———-
CEIGZE25 104 ONFLEKIEVENVYEVEILRFVFEDFIMDETFGAIAEIFPGIEGFIHI SELENYEVDEVEDVLEIGOIIL - ----————-—~
CEIGZE26 104 ONFLEKIEVENVYEVEILRFVEDFIMDKTFGAIAEIFPGIEGFIHI SELENYEVDEVEDVLEIGOIIL-—----——-—-—-
CEIGzZE30 104 ONFLEKIEVENVYEVEILRFVEDFIMDKTFGAIAEIFPGIEGFIHI SELENYEVDEVEDVLEIGOIIL-—----——-—-—-

Slika 46: Poravnava AK zaporedij proteina, kodiranega z genom pnp, pri fitoplazmi AP.
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4.3.4 Podobnost gena imp pri fitoplazmi ESFY

Spodaj je prikazana podobnost nukleotidnega zaporedja pri genu imp (slika 47). Poravnava
nukleotidnih zaporedij fitoplazme ESFY je natan¢neje predstavljena na sliki 48.

ESFY
0 100 200 300 400 500 600

Slika 47: Grafi¢na predstavitev podobnosti nukleotidnega zaporedja gena imp. Nukleotidno zaporedje
je dolgo pribliZzno 650 bp. Z rumeno barvo so oznacene ¢rte, ki skupaj s $tevilom nad njimi oznacujejo
dolzino zaporedja. Ena rdeca ¢rta predstavlja neujemanje na enem nukleotidnem mestu. Uporabili
smo 14 nukleotidnih zaporedij fitoplazme ESFY.
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L iy 20 30 40 50 B0 70 80 a0 oo 110

» FNE00707
» FNEO0715
»FHE00714
»FHE00718
»FNE00708
= FNE00720
» FNEO0716
» FNEO0710
»FNE00F17
»FNE00713
»FME00703
»FHE00713
»FNBO0711

Coria 1

» FNEO0712

TATTATAATTTAATATARRARATAT ICARAGAGGAGAARAAARATAR TGOAAACARACCAACARAAAATGLTTATAGTAGT TGGGTCAATTTTITGGTGTITTITAG
GATTATTATAATTTAATATAARARARATATTCARAGAGGAGAARAAALATAATGEAAACAAACCAACARAAAATGCTTATAGTAGTTGGGTCAATTTTTAGTGTTTTAG
TATTATAATTTAATATAAAAAATAT TCAAAGAGGAGAAAAAAAATAATERAAACAAACCAACAAAAAATGCTTATAGTAGT TGGGRTCAATTTTTGETGTTTTAG
TTTAATATAAAAAATATTCAAAGAGGAGAAAAAAAATAATGRAAACAAACCAACAAAAAATGRCTTATAGTAGTTGRGTCAATTTTTGGTRTTTTAG

AT TTATTAATTAGATTATTATAAT T TAATATAAAAAATAT T CAAAGAGGAGAAAAAAAATAATOGAAACAAACCAACAAAAAATECTTATAGTAGTTGEGTCAATTTTTGRTGTTTTAG
TARRARATATTCARAGAGGAGAARAAALATAATGEAAACAAACCAACARAAAATGCTTATAGTAGTTGGGTCAATTTTTAGGTGTTTTAG
CARAGAGGAGAARAAALATAATGEAAACAAACCAARCARAAAATGCTTATAGTAGTTGGGTCAATTTTTAGGTGTTTTAG

A TTTATTAATTAGATTATTATAATTTAATATAARARATATTCAAAGAGGAGAAAARAAATAATGEAAACARACCAACARARAATGCTTACAGTAGTTGEGTCAATTTTTGGTGTTTTAG
A TTTATTAATTAGATTATTATAATTTAATATAAAAAATATTCAAAGAGGAGAAAARAAATAATGGAAACARACCAACARARAATGCTTATAGTAGTTGEGTCAATTTTTGGRTGTTTTAG
AT TTATTAATTAGATTATTATAAT T TAATATAAAAAATAT T CAAAGAGGAGAAAAAAAATAATOGAAACAAACCAACAAAAAATECTTATAGTAGTTGEGTCAATTTTTGRTGTTTTAG
AT TTATTAATTAGATTATTATAAT T TAATATAAAAAATAT T CAAAGAGRAGAAAAAAAATAATOGAAACAAACCAACAAAAAATECTTACAGTAGTTREGTCAATTTTTGRTGTTTTAG
AT TTATTAATTAGATTATTATAAT T TAATATAAAAAATAT T CAAAGAGGAGAAAAAAAATAATOGAAACAAACCAACAAAAAATECTTATAGTAGTTGEGTCAATTTTTGRTGTTTTAG
A TTTATTAATTAGATTATTATAATTTAATATAARARATATTCAAAGAGGAGAAAGAAA TAATGRAAACARACCAACARARAATGCTTATAGCAGTTARGGTCAATTTTTGGTGTTTTAG
TAATATAAAARATATTCARAGAGRAGAARARARATAATGGAAACAAACCAACARAAAATGCTTATAGTAGTTGGGTCAATTTTITGGTGTTTTAG

BTTTATTAATTAGATTATTATART TTAATATAARARAATATTCARAGAGGAGAARARAAATAATGGAARCARACCAACARARARTGCTTATAGTAGTTGGRTCAATTITTITGGTGTTTITAG
+ + + o+
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T[T TTTATATTTTGTTTTAGCTTGGTCTATGAGT TTTTGGCCTTTTTCTETAGAAT TARATARACARGARATTTTTTOAAGTGAGT TGAATTTRACATIAGAT TEARATTCAT TAGRAGARA
T TTTTATATTTTGT T TTAGC TTGGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGACSA
T TTTTATATTTTGT T TTAGC TTGGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCT TTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGACSA
ST TTTATATTTTGTTTTATCTTGGTCTATGAGTTTTTGGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATARACARGAARTTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCARATTCATTAGGAGACA
TMATTTTATATTTTGT T TTAGC TTAGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGRAGAAS
BT TTTATATTTTIGT T TTAGCTTGGTCTATEAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAARTTTTTTCAAGTGARTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGAAR
T TTTATATTTTIGT T TTAGCTTGGTCTATEAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAARTTTTTTCAAATGAGRTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGACA
NATTTTATATTTTGT T TTAGC TTGETCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGRAGAAS
AT TTTATATTTTGTTTTAGC TTGGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGACSA
AT TTTATATTTTGT T TTAGC TTGGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGACTCAAATTCATTAGGAGAAR
AT TTTATATTTTGTTTTAGC TTGGTCTATGAGT TTTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGGAGAAR
NATTTTATATTITIGTTTTAGC TTRETCTATEAGT TTTTGECCTTTTTCTRTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGRAGACSA
NATTTTATATTITIGTTTTAGC TTRETCTATEAGT TTTTERCCTTTTTCTETAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTCATTAGRAGAAA
ST TTTATATTITIGTTTTAGCTTIGGTCTATEAGTTTTTGRCCTTTTTICTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCAAATTICATTAGGAGAAR

L_» FNEOO712

YT TTTATATTTTGTTTTAGC T TGGTCTATGAGT T TTTGRCCTTTTTCTGTAGAATTAAATAAACAAGAAATTTTTTCAAGTGAGTTGAATTTAACATTAGATTCARATTCATTAGGAGARA
+ + + + +
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A TR T T T T TACARAAGT TG T TGLAGAAAGAAAAARAAA T T TACAAGAACAAGTAACTAAAAAAGT TGAATCATTTATAACATC TG TAACAAATTATTAACAACAGAACCTGATGLACAAR
A TRTTTTTRCAAAAGTTRT TGCARAAARAAAARAAALT TTACAAGAACAARTAACTARAAAAGTTRAATCATTTATAACATE TGO TAACAAATTATTAACAACAGAACCTEATRCACAAR
A TR T TTTTECAAAAGT TR T TECAGAAAGAAAAAAAAAT TTACAAGAACAAGTAACTAAAAAAGT TRAATCATTTATAACATCTGCTAACAAATTATTAACAACAGAACCTGATGCACAAR
BTG T TTTTACARAAGTTAT TECAGAAAGAAAARAAALT TTACARGAACAAGTAACTARAAAAGT TGAATCATTTATAACATCTGCTAACAARTTATTAACAACAGARCCTEATGCACAAR
A TG T TTTTACARAAGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTARCAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
TG T TTTTACARARGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTARCAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
IR TG T TTTTACARARGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTARCAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
A TRTTTTTACAAAAGTTRT TGCAGAAARAAAARAAALT TTACAAGAACAARTAACTARAAAAGT TRAATCATTTATAACATE TGO TAACAAATTATTAACAACAGAACCTEATRCACAAR
A TRTTTTTACAAAAGTTRT TGCAGAAARAAAARAAALT TTACAAGAACAARTAACTARAAAAGT TRAATCATTTATAACATE TGO TAACAAATTATTAACAACAGAACCTEATRCACAAR
A TRTTTTTACAAAAGTTRT TGCAGAAARAAAARAAALT TTACAAGAACAAGRTAACTARAAAAGTTRAATCATTTATAACATE TGO TAACAAATTATTAACAACAGAACCTEATRCACAAR
A TG T TTTTACARAAGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTARCAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
A TGTTTTTRCAAAAGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTARCAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
NG TATTTTTTCAAAAGCTGT TGLAGAAAGAAAARAAALTTTACARGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTAACAARTTATTAACAACAGARCCTGATGCACAAG
BTG TTTTTGCAAAAGTTGT TGCAGAAAGAAAARAAAATTTACAAGAACAAGTAACTARAAAAGTTGAATCATTTATAACATCTGCTAACAAATTATTAACAACAGANCCTGATGLACAAG

23 TG T T T T TACAAAAGT TG T TGLAGAAAGAARAAARAAT TTACAAGAACAAGTAAC TARAAAAGT TGAATCATTTATAACATCTGL TAACAAATTATTAACAACAGAACC TGATGLACAAG
o+ + +
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BB TAARAARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAAT TAARACAGCARATARARCATTAACAGAT TATARTGARGAATTTTTTGCAGARARGT TCARARACA GCATCARCA
T TAAAAARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARAAACA - GCATCAACA
A T AR ARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARAAACA - GCATCAACA
I TAAARARACCCTGT T TAACCAAGCAAAAGAATOATTAGGRAAAATTAARACAGCAAATARAACAT TAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTTCAGARAGT TCARARACA - GCATCAACA
Y TAAARARACCCTGT T TAACCAAGCAAAARGAATOATTAGGRAAAAT TAARATAGCAAATARAACAT TAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARARACA - GCATCAACA
2 TAAARARAACCTGT T TAACCTAGCAAAAGAATOATTAGGRAAAAT TAARACAGCAAATARAACAT TAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARARACA - GCATCAACA
1B TAAAAARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARAAACA - GCATCAACA
B T A AARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARAAACA - GCATCAACA
B T A AARACCCTGT T TAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTTCAGARAGT TCARAAACA - GCATCAACA
A TAAAAARACCCTGT T TAACGAAGCAAAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARARAATTAACAGATTATACTGAAGATTTTTTTTCAGARAGT TEAA - AACAAGCATCAACA
Y TAAARARACCCTGT T TAACCAAGCAAAAGAATOATTAGGRAAAAT TAARACAGCAAATARAACAT TAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARARACA - GCATCAACA
B TAAARARACCCTGT T TAACCAAGCAAAARGAATOATTAGGRAAAAT TAARACAGAAAATARAACATTAACAGAT TATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGT TCARARACA - GCATCAACA
YA TAAAAARACCCTGT T TAACCAAGCAAAAGAATOATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGATTATAATGAAGAATTTTTTGCAGAAAGT TTARGAACA GCATCAACA
B TA A AARACCCTGTTTAACCAAGCARAAGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARAACATTAACAGATTATAATGAAGAATTTTTTGCAGARAGTTCARAAACA GCATCAACA
YR TAAAAARACCCTGT T TARCCAAGCARARGAATCATTAGGGAAAATTAARACAGCAAATARARCATTARCAGAT TATARTGAAGAAT TTTTTGCAGARAGT TCARARACANGCATCARCA
+ ++ + o+ + + + + + o+ +
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TEAGCARCCT TARAAACAGATAT TARAAAAGT TRCAGACGAARTTETAATATT TARAGAARATATAARAARTGC TTTTART TTAAAT TAATTTCAAT T TTAATATTAAATARAAARATACTAR
AET|RCAACC T TARAAACAGATATTARAAAAGT TECARACGAAATTRTAATAT T TAAAGAARATATAARAAATRCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARARRATACTAA
B G A AT TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECAGACGAAATTGTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGC T TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
AEGCAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECAGACGAAATTGTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGCTTTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
A7YGCAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAGTTECAGACGAAATTGTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGCTTTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
AR AACC T TARAAACAGATATTAARAAAAGT TECARACGAAATTRTAATATTTAAAGAARATATAARAAATRCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARAARATACTAA
AR AACC T TAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECARACGAAATTRTAATAT T TAAAGAARATATAARAAATRCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARARRATACTAA
A7YRCAACC T TARAAACAGATATTARAAAAGT TECARACGAAATTRTAATAT T TAAAGAARATATAARAAATRCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARARRATACTAA
ATYECAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAG T THCABACEAAATTETAATATT TAAAGAARATATAAAAAATECT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
A7YGCAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECAGACGAAATTGTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGCTTTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRAATACTAA
A7YGCAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TGCAGATGAAATTGTAACATT TAAAGAARATATAAAAAATGCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
7GR TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECAGACGAAATTGTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARRRRATACTAA
A7YRCAACC T TARAAACAGATATTAAAAAAGT TECARACGAAATTRTAATAT T TAAAGAARATATAARAAATRCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARARRATACTAA
ABYRCAACC TTAAAAACAGATATTAAAAAAGT TECARACGAAATTRTAATATT TAAAGAARATATAAAAAATGCT TTTAATTTAAATTAATTTCAATTTTAATATTARATAARARRATACTAA

AT A A T TAAAAACAGATAT TAAAAAAG T TECAGAC GAAA T TETAATAT T TAAAGAAAATATAAAAAATGC T TTTAAT TTAAAT TAAT T TCAAT T TTAATATTAAATAAAAAAATACTAM
+ +
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ATATATTTATTAARARAATAARTATATATITTTTTAGTTAG

TETAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT . ATT
TETAATTATCATATATTTATTAAAAAATARATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT AT - 44T

TETAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGAATTTTTTT -ATTTA

TCTAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT -ATTTAATATTAAA
TCTAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT -ATTTAATATTAAAA
TETAATTATCATATATT TATTAAAAAATARATATATAT T TTTTTAGTTAGTATT TTTT T - ATTTAATATTAAAR
TETAATTATCATATATT TATTAAAARATARATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTT T -ATTTAATATTAAAR
TETAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT -ATTTAATATTAAAA
TCTAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTATGATT AATATTAAAA
TCTAATTATCATATATT TATTAAAAAATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT -ATTTAATATTAAAA
TETAATTATCATATATT TATTAAAAAATARATATATAT T TTTTTAGTTAGTATT TTTT T - ATTTAATATTAAAR
TCTAATTATCATATATTTATTAAAARATAAATATATATTTTTTTAGTTAGTATTTTTTT - ATTTAATATTAAAAG
TCTAATTATCATATATITATTAAAAAATAAATATATATTITTTTTAGTTAGTATTITTITTT ATTTAATATTAAAATGTTTTAGTTGTA

TCTAATTATCATATATT TATTAAAARATAAATATATATTITTT T TAGT TAGTATTI TTTTTNAT T TAATATTAGAARGTTTTAGT TGTA

+ + o+t +

Slika 48: Poravnava nukleotidnih zaporedij gena imp pri fitoplazmi ESFY.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Neredceni zacetni vzorci DNA dajo pri ugnezdeni reakciji PCR boljse
rezultate kot desetkrat red¢eni vzorci DNA

Ugnezdena reakcija PCR po protokolu 1 je pokazala, da dobimo boljse rezultate s
pomnoZevanjem nered¢enih zacetnih vzorcev DNA, saj je bilo pozitivnih vseh pet vzorcev,
od tega en Sibko pozitiven (slika 9). Z desetkratnim redCenjem pa smo dobili Sibko
pozitivne le tri vzorce, dva pa sta bila negativna. Vecja uspeSnost ugnezdene reakcije PCR
z nered¢enimi vzorci pomeni, da v vzorcih ni bilo inhibitorjev reakcije PCR, ki bi lahko
oteZili delovanje DNA polimeraze ali njenih kofaktorjev. Red¢enje zmanjsa koli¢ino
inhibitorjev reakcije PCR, s ¢imer omogoci boljse pomnozevanje DNA. Hkrati pa tudi
zmanjS$a koli¢ino kopij tarcne DNA, kar ob odsotnosti inhibitorjev poslabsa rezultate
ugnezdene reakcije PCR.

5.1.2 Primerjava uspesnosti protokolov 1, 2 in 3 pri ugnezdeni reakciji PCR

Protokol 3 se je izkazal za najucinkovitejSega, saj smo z njegovo uporabo uspesno
pomnozili vseh 11 vzorcev (slika 10 in preglednica 15). Protokola 2 in 1 sta bila slabsa, saj
smo z njima uspesno pomnozili le deset oziroma Sest vzorcev, od katerih jih je nekaj bilo
Sibko pozitivnih (sliki 11 in 12 ter preglednica 15). Vecja uspesnost protokola 2 v
primerjavi s protokolom 1 kaze na to, da 100x red¢enje produktov PCR ne izboljsa
kon¢nega rezultata, temvec ga poslabsa. Sklepamo, da je bilo v zacetnih vzorcih malo
inhibitorjev reakcije PCR, tako da s 100x red¢enjem vplivamo pretezno le na zmanjSanje
Stevila kopij zaCetne DNA v vzorcih. Razlike v uspesnosti protokolov 2 in 3 pa kaZejo na
to, da smo pri protokolu 3 uspesno inhibirali prisotne inhibitorje reakcije PCR, pri tem pa
nismo negativno vplivali na zmanjSanje Stevila kopij zaCetne DNA v vzorcu. Za uspeh je
mogoce bilo klju¢nega pomena 30x redCenje, ki je vplivalo tako na zadostno zmanjSanje
inhibitorjev kot tudi na ohranitev zadostne koli¢ine zacetne DNA v vzorcu. Mozno je tudi,
da inhibitorji ne delujejo na polimerazo GoTagq in kofaktorje, prisotne v pufru 5x green
GoTagq, ki smo jih uporabili v reakcijski meSanici pri protokolu 3. Verjetno gre dobre
rezultate pripisati obema razlogoma.

Stevilo kopij zatetne DNA v vzorcih, ki je bilo predhodno preverjeno z reakcijo PCR v
realnem c¢asu, pri nasih rezultatih ni igralo vloge, saj so bili pri protokolih 1 in 2 Sibko
pozitivni ali negativni vzorci z veliko, srednjo in malo koli¢ino zacetne DNA.

5.1.3 Primerjava uspesnosti protokolov JP-AX in JP-A

Protokol JP-A se je izkazal za boljSega kot JP-AX. Pri protokolu JP-AX so na gelski
elektroforezi pasovi s produkti PCR videti zelo $iroki, kar je lahko posledica prevelike
koncentracije polimeraze (slika 17). Pri protokolu JP-A smo zmanjsali njeno koncentracijo
iz 2 na 1,5 U/100 pl, ter tako dobili tanjSe pasove (slika 18). Poleg tega smo pri protokolu
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JP-A zvisali temperaturo vezave oligonukleotidnih zacetnikov PD1-f/r iz 52 °C na 53 °C.
Glede na to, da je optimalna Tm teh dveh zacetnikov 55,2 °C (preglednica 16), naj bi s tem
povisali specifi¢nost vezave oligonukleotidnih zacetnikov na homologna mesta na DNA ter
posledi¢no preprecili njune nehomologne vezave na druga mesta na produktu PCR.
Primerjava istih vzorcev, pomnozenih po obeh protokolih, nam pokaze, da imajo vsi vzorci
pri protokolu JP-AX dva pasova produktov PCR, medtem ko imajo vzorci, pomnozeni S
protokolom JP-A, le en pas. S tem smo potrdili, da povisanje Tm poveca specifi¢nost
vezave zacetnikov.

5.1.4 Cis¢enje produktov PCR z uporabo kompletov DNA Gel Extraction Kit in
MinElute PCR Purification Kit je pribliZzno enako uspe$no

Pri uporabi kompleta DNA Gel Extraction Kit smo dobili 60% uspes$nih branj, medtem ko
smo pri uporabi kompleta MinElute PCR Purification Kit dobili 50% uspeSnih bran;.

vvvvv

razliénih vzorcev.

5.1.5 Protokol JP-B je boljsi od protokolov JP-A in JP-AX

Protokola JP-A in JP-AX se nista izkazala za uspeSna, saj z njuno uporabo nismo uspeli
dolo¢iti nukleotidnih zaporedij vseh vzorcev (preglednica 18). Niti s pomocjo Sestih
ponovitev ugnezdene reakcije PCR, katerim je vedno sledilo dolocanje nukleotidnega
zaporedja, nam ni uspelo uspesno prebrati zaporedja tezjih vzorcev. Uporaba protokola JP-
B pa nam je omogocila uspeSna branja vecine tistih tezjih vzorcev, ki jih z uporabo
protokolov JP-A in JP-AX nismo uspeli uspesno prebrati. Razlag za razliko v uspesnosti
protokolov bi lahko bilo ve¢. Ker so vsi vzorci, narejeni po protokolih JP-A in JP-AX, bili
pomnozZeni z isto reakcijo PCR po protokolu JP-AX, je to morda razlog za slabsi uspeh. Za
vsako naslednjo serijo branj smo uporabili produkte PCR, ki Ze pri predhodnem branju
niso dali dobrih rezultatov. Mozno je torej, da so bili produkti PCR slabo pomnozeni ze v
reakciji PCR, tako da vnovi¢na ugnezdena reakcija PCR ni mogla izboljSati uspeha branj.
Pri uporabi protokola JP-B pa smo znova opravili reakcijo PCR, s katero smo morda bolje
pomnozili produkte PCR v tezavnih vzorcih, kot nam je to predhodno uspelo s protokolom
JP-AX. Razlog za izrazito vecjo uspesnost protokola JP-B je lahko tudi razli¢na sestava
reakcijske mesanice PCR med obema protokoloma (preglednica 3, 7, 9 in 11). Njena
specifi¢na sestava pri protokolu JP-B o¢itno omogoca boljse delovanje polimeraze. Glede
na odsotnost red¢enj pri obeh protokolih (preglednica 2) lahko sklepamo, da so pri
protokolu JP-B kemikalije (pufer 5x green GoTaq in polimeraza GoTaq) manj ob¢utljive
na prisotnost inhibitorjev.

5.1.6 Analiza nukleotidnega zaporedja genomskega odseka 16S/23S rRNA, je
pokazala tri razli¢ne genotipe fitoplazme PD v Sloveniji

Z analizo nukleotidnih zaporedij genomskega odseka 16S-23S rRNA z vmesno regijo smo
iz zaenkrat pridobljenih vzorcev iz Slovenije dobili tri razlicne genotipe fitoplazme PD.
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Vsak genotip pripada svojemu tipu zaporedja, katere smo oznacili z A, B in C. Zaporedje
tipa A pripada 20, zaporedje tipa B enemu ter zaporedje tipa C dvema fitoplazmama PD.
Vsa tri zaporedja, ki pripadajo tipoma B in C, smo nasli v okolici Celja (preglednica 19).
Razlike med razli¢nimi tipi zaporedji so glede na njihovo dolzino 1630 bp zelo majhne.
Tip zaporedja B se od tipa A lo¢i v $tirih nukleotidih, tip zaporedja C pa v petih. Tipa
zaporedij B in C se med seboj locita le v enem nukleotidu (slika 22, priloga D). Mutacije
so razlog za vseh pet razlik med razli¢nimi tipi zaporedij. V nasi raziskavi smo jih oznacili
z oznakami od M1 do M5. Mutacije od M1 do M4 so se zgodile tako na tipu zaporedja B
kot tudi na tipu C, medtem ko se je mutacija M5 zgodila le na tipu zaporedja C (slika 22).

Vse tri fitoplazme iz skupine sadnega drevja se v nukleotidnem zaporedju gena 16S rRNA
razlikujejo za najvec 1,5% in tako kazejo najvecjo podobnost tega gena med vsemi
fitoplazmami (Seemiiller in sod., 1998). Ravno zato smo v nasi nalogi poleg gena 16S
rRNA poskusili analizirati $e del gena 23S rRNA ter vmesno regijo med njima. Na tem
odseku smo pric¢akovali ve¢jo genomsko raznolikost, saj pri fitoplazmah sadnega drevja
znasa raznolikost vimesne regije 1,5-3% (Seemiiller in Schneider, 2004). Tak$ne domneve
potrjujejo tudi rezultati raziskave iz severne Italije, kjer so z analizo genomskega odseka
16S-23S rRNA dobili stiri razli¢ne genotipe fitoplazme AP (Casati in sod., 2011), medtem
ko so v Spaniji z analizo genomskega odseka z genom 16S rRNA in delom vmesne regije
prav tako dobili stiri razliéne genotipe fitoplazme PD (Martin in sod., 2001). V Sloveniji
pa smo na genomskem odseku 16S-23S rRNA dobili tri razli¢ne genotipe fitoplazme PD.
Glede na manj$e geografsko obmodje kot v severni Italiji in Spaniji, najdba le treh
razli¢nih genotipov fitoplazme PD ni tako presenetljiva.

Podobnost genomskega odseka 16S-23S rRNA med slovenskimi fitoplazmami PD znaSa
okoli 99,7%. Taksna visoka podobnost je bila tudi pricakovana, saj izbrani genomski odsek
vsebuje najbolj ohranjen gen med bakterijami (Weisburg in sod., 1991).

Mutacije M1, M2 in M3 so zagotovo nastale na genu 16S rRNA. Tranziciji in transverzija
ocitno niso letalno vplivale na zgradbo molekule rRNA, saj drugace fitoplazme ne bi
prezivele. Mutaciji M4 in M5 sta na mestih veckratnih ponovitev nukleotida A. Pri
zaporedjih tipa B in C naj bi na mestu M4 prislo do delecije enega nukleotida A, tako da
jih je namesto osem le sedem. Pri zaporedju tipa C pa naj bi na mestu M5 prislo do adicije
enega nukleotida A, tako da jih je pet namesto $tiri (preglednica 20, slika 22 in priloga D).
Ker pri dolgih nukleotidnih ponovitvah pogosteje prihaja do napak v branju, smo vsako
zaporedje prebrali v obe smeri, tako da smo ovrgli moznost napak (slika 19). Mutaciji M4
in M35 sta se verjetno zgodili na obmocju vmesne regije. Ker ta regija vsebuje obmocji na
obeh straneh gena tRNA, ki ne kodirata ni¢esar (slika 6), predvidevamo, da se mutacije v
njej lazje ohranjajo.

Mozno bi bilo, da je prislo pred letom 2007 v okolici Celja do serije neSkodljivih mutacij
na eni fitoplazmi PD. Le ta se je lahko razsirila na druga sadna drevesa s pomocjo bolsic.
MozZen je tudi prenos s cepljenjem, a bi se fitoplazma v tem primeru verjetno razsirila tudi
v druge kraje in predvsem na vecjo koli¢ino hrusk. Vrsta sorte o€itno ne igra vloge pri
raz§irjanju mutirane fitoplazme, saj sta bili okuzeni sorti Kledzo in Rde¢a Viljamovka.



Pavsic, J. Genska raznolikost izolatov fitoplazem skupine AP v Sloveniji 60
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Biologijo, 2011

5.1.7 Analize neribosomskih genov nam dajo vecji vpogled v genotipsko raznolikost
fitoplazem sadnega drevja

5.1.7.1 Del gena secY je najprimernejsi kandidat za bolj$e razlikovanje med sorodnimi
fitoplazmami iz skupine AP

Analiza objavljenih nukleotidnih zaporedij gena secY (slika 23) je pokazala, da imajo tri
fitoplazme ESFY 99,7% podobnost (slika 25), stiri fitoplazme AP priblizno 95% (slika 27)
ter pet fitoplazem PD 93% podobnost nukleotidnega zaporedja dela gena secY (slika 26).
Razlike v AK zaporedjih (slika 24) se pri vseh treh fitoplazmah ujemajo z razlikami v
nukleotidnih zaporedjih. Visoka podobnost pri fitoplazmi ESFY bi poleg le treh vzorcev
lahko bila tudi posledica vzorcenja na bliznjih geografskih lokacijah. Fitoplazmi AP in PD
pa kljub relativno majhnemu Stevilu vzorcev kaZeta najvecjo raznolikost od vseh
analiziranih genov (slika 23, 31, 39 in 47). Pri obeh fitoplazmah je zanimivo obmocje
nukleotidnega zaporedja med 95. in 115. nukleotidom. O¢itno je pri nekaterih fitoplazmah
prislo do obsezne delecije ali adicije. Pri doloCenih fitoplazmah PD manjka na tem
obmocju 17 nukleotidov, pri fitoplazmah AP pa 16 nukleotidov. Prav tako se ta razlika
pozna pri AK zaporedjih, saj na priblizno istem odseku manjka Sest AK pri PD in pet AK
pri AP. Sklepamo, da se taks$na velika sprememba verjetno pozna tudi pri delovanju
transportnega sistema, kodiranega z genom secy.

Zanimiva je primerjava na$ih rezultatov z rezultati drugih raziskav. V raziskavi
raznolikosti dela gena secY med fitoplazmami iz skupine AP so dobili le 12 razli¢nih
genotipov na obmocju celotne Evrope. Tako se je gen secY izkazal za najmanj raznolik gen
v njihovi raziskavi, v katero so bili vkljuc¢eni tudi geni imp, pnp ter aceF (Danet in sod.,
2011). V severni Italiji se je del gena secY prav tako izkazal za zelo ohranjnega, saj je za
razliko od drugih genov, ki jih v nasi raziskavi sicer nismo analizirali, dal le en genotip
(Casati in sod., 2011).

Del gena secY je po naS§em mnenju najprimernejsi kandidat za nadaljnje raziskave razli¢nih
genotipov pri fitoplazmah PD in AP. Pri obeh najdemo veliko potencialnih restrikcijskih
mest, saj se mutacije pojavljajo skoraj po celotnem genu. Za natan¢nej$e ugotovitve glede
njegove uporabnosti za genotipizacijo fitoplazem ESFY pa nismo imeli na voljo dovolj
podatkov za analizo.

5.1.7.2 Del gena aceF je dober kandidat za nadaljnje raziskave raznolikosti predvsem pri
fitoplazmi PD

V nasi raziskavi se je podobnost dela gena aceF zelo razlikovala med razli¢nimi
fitoplazmami. Med sedmimi fitoplazmami PD se nukleotidno zaporedje dela gena aceF
razlikuje za priblizno 8% (slika 31 in 34), medtem ko se med 11 fitoplazmami ESFY (slika
31 in 33) in Sestimi fitoplazmami AP (slika 31 in 35) razlikuje za 2% oz. 0,7%. AK
zaporedje pri fitoplazmah PD in ESFY je po raznolikosti podobno njunima nukleotidnima
zaporedjema, saj se ujema tako v podobnosti kot tudi v mestih raznolikosti (slika 32, 36 in
37). AK zaporedje Stirih fitoplazem AP pa je popolnoma enako (slika 32 in 38), s ¢imer ne
kaze velikih razlik z 99,3% podobnostjo nukleotidnega zaporedja iste fitoplazme.
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V raziskavi raznolikosti dela gena aceF, v katero so bile vkljucene evropske fitoplazme iz
skupine AP, je ta genomski odsek dal kar 24 genotipov, s ¢imer se je pokazal za manj
raznolikega le v primerjavi z genom imp, ki je dal 30 genotipov (Danet in sod., 2011).

Menimo, da je predvsem pri fitoplazmi PD del gena aceF zelo primeren za genotipske
raziskave, saj sta zelo raznolika tako njegovo nukleotidno kot tudi AK zaporedje. Prav tako
ima ta del gena veliko potencialnih restrikcijskih mest. Smiselna bi po naSem mnenju bila
tudi njegova uporaba pri fitoplazmah ESFY, saj je 2% raznolikost kar primerna za
nadaljnjo genotipizacijo. Nekoliko dvomimo v njegovo uporabnost pri razlikovanju med
razlicnimi sevi fitoplazme AP. Kot zelo podobna so se izkazala tako nukleotidna kot tudi
AK zaporedja. A glede na veliko Stevilo razli¢nih genotipov tega gena v drugi raziskavi, bi
najbrz za natanc¢nejSo oceno njegove uporabnosti pri fitoplazmah AP bilo potrebno
pridobiti Se ve¢ podatkov iz razli¢nih lokacij po Evropi.

5.1.7.3 Del gena pnp je najmanj primeren za dolo¢anje razli¢nih genotipov

Del gena pnp je v nasi raziskavi pokazal 98,5% podobnost med osmimi fitoplazmami PD
(slika 39 in 42), medtem ko se je med petimi fitoplazmami AP (slika 39 in 43) ter dvema
fitoplazmama ESFY (slika 39 in slika 41) z manj kot 1% raznolikosti pokazal kot zelo
ohranjen. Podobno raznolikost kazejo tudi AK zaporedja vseh treh fitoplazem (slika 40,
44, 45 in 46).

Tudi v raziskavi raznolikosti evropskih fitoplazem iz skupine AP je del gena pnp dal le 15
razli¢nih genotipov, s ¢Cimer v podobnosti zaostal le za delom gena secY (Danet in sod.,
2011).

Omenjeni genski odsek izgleda najbolj ohranjen med vsemi neribosomskimi geni, ki smo
jih analizirali v nalogi. Prav tako se nasi rezultati glede raznolikosti dela gena pnp dokaj
ujemajo z rezultati druge raziskave. Sklepamo, da je omenjeni gen uporaben le pri
genotipizaciji fitoplazme PD, kjer kaze zadovoljivo raznolikost, medtem ko dvomimo v
njegovo uporabnost pri fitoplazmah AP in ESFY. Menimo, da Ceprav je del gena pnp kot
samostojen genski odsek najmanj uporaben za dolo¢anje genotipov pri fitoplazmah iz
skupine AP, bi zagotovo bil uporaben pri metodi MLSA, kjer bi v kombinaciji z drugimi
geni pripomogel k novim haplotipom.

5.1.7.4 Gen imp se je izkazal kot najboljse orodje za doloCanje razli¢nih genotipov pri
fitoplazmah ESFY

V nasi raziskavi podobnosti gena imp smo imeli na voljo 14 fitoplazem ESFY. Gen kaze
priblizno 96% podobnost, potencialna mesta za restrikcijo pa se nahajajo po celotni dolZini
gena (slika 47 in 48). Ce njegovo raznolikost med fitoplazmami ESFY primerjamo z
raznolikostjo ostalih genov (pnp, aceF in secY) pri fitoplazmi ESFY, vidimo, da je gen imp
najbolj raznolik (slika 23, 31, 39 in 47).
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Tudi v drugi raziskavi, kjer so analizirali raznolikost gena imp med evropskimi
fitoplazmami iz skupine AP, se je le ta izkazal za najbolj raznolikega, saj je dal kar 30
razli¢nih genotipov, kar je bilo najve¢ od vseh genomskih odsekov, ki so jih uporabili v
raziskavi (Danet in sod., 2011).

Kar 4% raznolikost, ki je skoraj enakomerno razporejena po celotni dolzini nukleotidnega
zaporedja, je po naS§em mnenju dober indikator, da je gen imp primeren za nadaljnje
raziskave pri fitoplazmah ESFY. Zal nismo imeli podatkov o njegovi raznolikosti pri
fitoplazmah PD in AP, a upostevajoc rezultate druge raziskave sklepamo, da je gen imp
primeren za genotipizacijo tudi pri fitoplazmah PD in AP.

5.2 SKLEPI

e Dolocili smo najprimernejsi na¢in izvedbe ugnezdene reakcije PCR za ugotavljanje
prisotnosti fitoplazem iz skupine AP.

e Glede na genomski odsek 16S-23S rRNA se v Sloveniji nahajajo 3 razli¢ni genotipi
fitoplazme PD.

e Neribosomski deli genov secY, aceF ter gen imp bi lahko bili dobra orodja za dolo¢anje
raznolikosti sorodnih fitoplazem sadnega drevja.
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6 POVZETEK

Fitoplazme so bakterije brez celi¢ne stene, ki povzrocajo veliko §kode na gospodarsko
pomembnih rastlinah. Njihov genom je najmanj$i med bakterijami. So obligatni zajedavci
na rastlinah in zuZelkah iz reda enakokrilcev (Hemiptera). V rastlini se nahajajo in
razmnozujejo v floemu, med njimi pa se prenasajo z zuzelkami, ki pridobijo fitoplazme
med sesanjem rastlinskega soka. Posledica prilagojenosti na parazitski nacin zivljenja je
redukcija vecine metabolnih procesov. Njihovo prezivetje v gostitelju je odvisno od
interakcij z okoljem, ki ga predstavlja citoplazma gostiteljske celice. Ravno zato so
fitoplazme razvile veliko strategij za uspeSen sprejem vecine hranil in ostalih metabolitov v
celico. Okuzijo lahko ve¢ kot 1000 razli¢nih rastlin ter oslabijo njihovo rast in
razmnozevanje, v¢asih povzrocijo celo odmiranje rastlin. Zaradi nezmoznosti gojenja in
Vvitro poznavanje fitoplazem temelji na molekulsko bioloskih metodah, s pomocjo katerih
se ugotavlja njihovo zgradbo, delovanje in sorodnost.

Sadjarjem najvec skrbi povzrocajo fitoplazme iz skupine metlicavosti jablan (skupina AP),
ki napadajo sadno drevje in unicujejo pridelek. Fitoplazma metlicavosti jablan (AP) je
odgovorna za bolezen na jablanah (Malus domestica), fitoplazma umiranja hrusk (PD)
povzroca bolezni hrusk (Pyrus spp.), medtem ko je fitoplazma leptonekroze koscicarjev
(ESFY) razlog za obolenja na kosc¢icarjih (Prunus spp.). Razsirjene so po celotni Sloveniji,
med drevesi pa se pretezno prenasajo s cepljenjem dreves z okuzenim cepilnim materialom
ter z zuzel¢jimi prenasalci iz druzine bolSic (Psyllidae) in skrzatkov (Cicadellidae), mozen
pa je tudi prenos preko koreninskim mostickov. Zaradi resnosti in pogostosti okuzb je
potreben stalni nadzor nad sadilnim in razmnozevalnim materialom v drevesnicah in
mati¢nih nasadih. Le ta vkljucuje njihovo detekcijo s pomocjo molekulsko bioloskih
metod, med katerimi prevladujeta verizna reakcija s polimerazo v realnem casu (reakcija
PCR v realnem casu) in analiza dolzin restrikcijskih fragmentov (RFLP) v kombinaciji z
ugnezdeno reakcijo PCR. Pred okuzbo z zuzel¢jimi prenasalci se sadjarji lahko zavarujejo
z uporabo insekticidov ali gojenjem znotraj mreznika. Ker je v primeru epidemije poleg
eliminacije okuZzenih dreves potrebno poznati tudi vir okuzbe, je nujno poznavanje
povezave med geografsko lego, sorto in specificnim genotipom fitoplazem, saj le tako
lahko doloc¢imo vir okuzbe. Fitoplazme iz skupine AP imajo najvecjo podobnost genal6S
rRNA med vsemi fitoplazmami, saj le ta znaSa najmanj 98,5%. Vecja raznolikost naj bi
bila na podro¢ju vmesne regije med obema ribosomskima genoma (16S in 23S rRNA).
Geni ali genomski odseki pnp, aceF, secY in imp so na podlagi tuje literature veliko manj
podobni med fitoplazmami iz skupine AP, kot to velja za genomski odsek 16S/23S rRNA.

Glavni namen diplomske naloge je bil, da z izboljSanjem molekulskih metod pove¢amo
poznavanje raznolikosti genomskega odseka 16S/23S rRNA med slovenskimi
fitoplazmami umiranja hruSk. Razlike med najdenimi genotipi smo nato poskusili povezati
z geografskimi obmocji, letom nabiranja in sortami, iz katerih so bile fitoplazme izolirane.
V nadaljevanju naloge smo s pomocjo genskih bank poiskali §tiri druge neribosomske gene
ali genomske odseke (pnp, imp, secY in aceF), ki naj bi na osnovi tujih poroc¢il omogocali
boljse razlikovanje med sorodnimi fitoplazmami sadnega drevja, kot nam to omogoca
genomski odsek 16S/23S rRNA.



Pavsic, J. Genska raznolikost izolatov fitoplazem skupine AP v Sloveniji 64
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za Biologijo, 2011

Najprej smo s pomocjo uporabe razli¢nih protokolov za ugnezdeno reakcijo PCR
pomnozili ve¢ vzorcev izhodne DNA, ki pripada fitoplazmam iz skupine AP. Nato smo
uspesnost pomnozitve produktov PCR preverili z agarozno gelsko elektroforezo, ter tako
dolocili najprimernejsi protokol za pomnozevanje DNA. Ta protokol smo nato uporabili za
pomnozitev vseh 30 izolatov fitoplazme PD. Prav tako smo v programu Primer Express
izdelali par oligonukleotidnih zacetnikov PD1f/r, s pomoc¢jo katerega smo lahko pomnozili
okoli 1730 bp dolgo zaporedje na genomskem odseku 16S/23S rRNA. Produkte PCR smo
nato ocistili z uporabo kompletov DNA Gel Extraction Kit ali MinElute PCR Purification
Kit. Ociscene produkte PCR smo poslali na dolo¢anje nukleotidnega zaporedja v Juzno
Korejo, kamor smo poleg produktov PCR poslali tudi 2 para oligonukleotidnih zacetnikov,
PD1-f/r ter JPF1/JPR1. Slednjega smo prav tako izdelali v programu Primer Express za
pomoc pri branju celotnega zaporedja produktov PCR. Vsak vzorec je bil bran Stirikrat,
dvakrat z dvema smiselnima zac¢etnikoma (PD1-f in JPF1) in dvakrat z dvema
protismiselnima zacetnikoma (PD1-r in JPR1). Nato smo vsa §tiri zaporedja vzporedili v
soseske s pomocjo programa Contig Express, ter tako dolocili 1630 bp dolgo nukleotidno
zaporedje danega izolata fitoplazme PD. Zaporedja smo primerjali med seboj, da bi
ugotovili Stevilo razli¢nih genotipov na obmocju Slovenije. V drugem delu diplome smo s
pomocjo internetne podatkovne baze NCBI pridobili veliko Stevilo objavljenih
nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij neribosomskih genov ali genomskih odsekov, ki
jih tuji viri navajajo kot bolj raznolike od genomskega odseka 16S/23S rRNA. Tudi ta
zaporedja smo vzporedili v soseske s pomocjo programa Contig Express, ter tako dobili
vpogled v njihovo podobnost.

Ugotovili smo, da je protokol JP-B najprimernejsi za pomnozevanje DNA fitoplazem iz
skupine AP. Od 30 vzorcev fitoplazme PD nam je s protokoloma JP-A in JP-B uspelo
uspesno prebrati 23 vzorcev. Z analizo genomskega odseka 16S/23S rRNA smo dobili 3
razli¢ne genotipe fitoplazme PD, ki smo jih poimenovali tipi zaporedja A, B in C. Tip
zaporedja A pripada 20 vzorcem, medtem ko tipa B in C pripadata enemu oziroma dvema
vzorcema. Tipa B in C se pojavljata le v okolici Celja, od tipa zaporedja A pa se razlikujeta
le v $tirih oz. petih nukleotidnih mestih. Pokazali smo, da je genomski odsek 16S/23S
rRNA zelo podoben, kar je bilo glede na tujo literaturo tudi pri¢akovati. Analize ostalih
neribosomskih genomskih odsekov so pokazale, da so le ti zaradi vecje raznolikosti boljsa
orodja za razlikovanje med sorodnimi fitoplazmami iz skupine AP. Za najboljSe orodje pri
genotipizaciji se je izkazal genomski odsek secY, saj je njegova podobnost nizka tako pri
fitoplazmah PD kot tudi pri AP. Genomski odsek aceF se je pokazal kot najboljse orodje
za genotipizacijo fitoplazem PD, a slabo orodje za razlikovanje med fitoplazmami ESFY in
AP. Za nadaljnjo genotipizacijo fitoplazme ESFY priporo¢amo gen imp, saj le ta kaze
najmanjso podobnost od vseh analiziranih genomskih odsekov pri fitoplazmi ESFY.
Genomski odsek pnp se je izkazal za najmanj primernega za nadaljnje dolo¢anje razli¢nih
genotipov fitoplazem iz skupine AP, zato ga priporo¢amo le za uporabo v metodi MLSA.
V Sloveniji bi za boljse razlikovanje med fitoplazmami iz skupine AP poleg analize
konzervativnega genomskega odseka 16S/23S rRNA bilo potrebno analizirati tudi druge
neribosomske genomske odseke. Glede na rezultate nase naloge bi lahko analizirali
genomske odseke secY, aceF ter imp, medtem ko bi v analizo z metodo MLSA lahko
vkljucili tudi genomski odsek pnp.
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PRILOGE

Priloga A: Seznam vseh vzorcev uporabljenih v nalogi. Vse fitoplazme PD so izolirane iz
hrusk, vse fitoplazme AP so izolirane iz jablan, vse fitoplazme ESFY so izolirane iz

%4

koscicarjev (breskev, marelicica in ¢eSplja).

Stevilka Vrsta fitoplazme Lokacija nabiranja Sadno drevo/sorta
vzorca/leto
odvzema vzorca
797/07 PD okolica Kranja Bezgomovka
877/07 PD okolica Ljubljane Konferans
1008/07 PD okolica Celja Pakhamb
1040/07 PD okolica Celja Kledzo
1041/07 PD okolica Celja Rdeca Viljamovka
1051/07 PD okolica Celja ?
1052/07 PD okolica Celja ?
1053/07 PD okolica Celja ?
1054/07 PD okolica Celja ?
1066/07 PD okolica Novega Mesta Viljamovka
53/08 PD okolica Celja ?
54/08 PD okolica Celja ?
55/08 PD okolica Celja ?
115/08 PD okolica Celja Viljamovka
119/08 PD okolica Celja Viljamovka
120/08 PD okolica Celja ?
629/08 PD okolica Ljubljane Viljamovka
630/08 PD okolica Ljubljane Viljamovka
631/08 PD okolica Ljubljane Kledzo
685/08 PD okolica Maribora Viljamovka
760/08 PD okolica Celja Viljamovka
761/08 PD okolica Celja Viljamovka
764/08 PD okolica Celja Rdeca Viljamovka
768/08 PD okolica Maribora Viljamovka
769/08 PD okolica Maribora Viljamovka
1498/09 PD okolica Maribora Avranska
1580/09 PD okolica Velenja Julijska Lepotica
1581/09 PD okolica Velenja Hardijeva
1794/09 PD okolica Ljubljane David
1842/09 PD okolica Ptuja Boskova Steklenina
986/07 ESFY - breskev okolica Nove Gorice breskev / ?
12/08 ESFY — Cesplja okolica Celja cesplja / Domaca Sliva
288/08 ESFY — breskev okolica Nove Gorice breskev / ?
680/08 ESFY — breskev okolica Ptuja breskev / ?
728/08 ESFY — marelica okolica Ljubljane marelica / Goldrich
1206/09 ESFY - marelica oklica Krskega marelica / ?
1802/09 ESFY - breskev okolica Celja breskev / Red Heven

se nadaljuje




nadaljevanje

Priloga A: Seznam vseh vzorcev uporabljenih v nalogi. Vse fitoplazme PD so izolirane iz
hrusk, vse fitoplazme AP so izolirane iz jablan, vse fitoplazme ESFY so izolirane iz
koscicarjev (breskev, marelicica in ¢eSplja).

958/07 AP okolica Velenja Idared
62/08 AP okolica Celja Zlata Parmena
63/08 AP okolica Celja Alkmene

756/08 AP okolica Celja Samp. Reneta

767/08 AP okolica Celja Carjevic




Priloga B: Seznam vseh nukleotidnih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo jih

uporabili v nalogi.

Vrsta fitoplazme Gen ali del gena, ki ga predstavlja dano | Oznaka
nukleotidno zaporedje nukleotidnega
zaporedja v
podatkovni bazi
NCBI
ESFY secY FN598207.1
ESFY secY FN598205.1
ESFY secY FN598206.1
AP secY FN598215.1
AP secY FN598216.1
AP secY FN598214.1
AP secY FN598213.1
PD secY FN598209.1
PD secY FN598211.1
PD secY FN598210.1
PD secY FN598208.1
PD secY FN598212.1
ESFY aceF FN598174.1
ESFY aceF FN598176.1
ESFY aceF FN598170.1
ESFY aceF FN598167.1
ESFY aceF FN598173.1
ESFY aceF FN598168.1
ESFY aceF FN598175.1
ESFY aceF FN598171.1
ESFY aceF FN598169.1
ESFY aceF FN598172.1
ESFY aceF FN598166.1
AP aceF FN598189.1
AP aceF FN598188.1
AP aceF FN598186.1
AP aceF FN598187.1
AP aceF FN598185.1
AP aceF FN598184.1
PD aceF FN598181.1
PD aceF FN598183.1
PD aceF FN598177.1
PD aceF FN598179.1
PD aceF FN598178.1
PD aceF FN598182.1
PD aceF FN598180.1
ESFY pnp FN598191.1
ESFY pnp FN598190.1

se nadaljuje
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337664?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337666?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337684?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337686?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337682?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337680?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337672?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337676?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337674?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337670?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337678?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=DEJ1NRPN014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598174.1%7C&gi=294337602&term=294337602%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598176.1%7C&gi=294337606&term=294337606%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598170.1%7C&gi=294337594&term=294337594%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598167.1%7C&gi=294337588&term=294337588%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598173.1%7C&gi=294337600&term=294337600%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598168.1%7C&gi=294337590&term=294337590%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598175.1%7C&gi=294337604&term=294337604%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598171.1%7C&gi=294337596&term=294337596%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598169.1%7C&gi=294337592&term=294337592%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598172.1%7C&gi=294337598&term=294337598%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598166.1%7C&gi=294337586&term=294337586%5Bgi%5D&taxid=47565&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598189.1%7C&gi=294337632&term=294337632%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598188.1%7C&gi=294337630&term=294337630%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598186.1%7C&gi=294337626&term=294337626%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598187.1%7C&gi=294337628&term=294337628%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598185.1%7C&gi=294337624&term=294337624%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598184.1%7C&gi=294337622&term=294337622%5Bgi%5D&taxid=37692&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598181.1%7C&gi=294337616&term=294337616%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598183.1%7C&gi=294337620&term=294337620%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598177.1%7C&gi=294337608&term=294337608%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598179.1%7C&gi=294337612&term=294337612%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598178.1%7C&gi=294337610&term=294337610%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598182.1%7C&gi=294337618&term=294337618%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=nr&na=1&gnl=emb%7CFN598180.1%7C&gi=294337614&term=294337614%5Bgi%5D&taxid=47566&RID=F9T513TP014&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337636?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337634?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=F9Y96BTV016

nadaljevanje

Priloga B: Seznam vseh nukleotidnih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo jih
uporabili v nalogi.

AP pnp FN598201.1
AP pnp FN598202.1
AP pnp FN598200.1
AP pnp FN598204.1
AP pnp FN598203.1
PD pnp FN598192.1
PD pnp FN598193.1
PD pnp FN598199.1
PD pnp FN598196.1
PD pnp FN598195.1
PD pnp FN598194.1
PD pnp FN598198.1
PD pnp FN598197.1
ESFY imp FN600720.1
ESFY imp FN600712.1
ESFY imp FN600710.1
ESFY imp FN600708.1
ESFY imp FN600717.1
ESFY imp FN600713.1
ESFY imp FN600709.1
ESFY imp FN600716.1
ESFY imp FN600715.1
ESFY imp FN600718.1
ESFY imp FN600714.1
ESFY imp FN600707.1
ESFY imp FN600711.1
ESFY imp FN600719.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337656?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337658?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337654?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337662?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337660?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337638?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337640?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337652?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337646?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337644?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337642?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337650?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337648?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=F9Y96BTV016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337714?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337698?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337694?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337708?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337700?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337692?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337706?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337704?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337710?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337702?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337696?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=1PBEK0R001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294337712?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=15&RID=1PBEK0R001S

Priloga C: Seznam vseh aminokislinskih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo jih

uporabili v nalogi.

Vrsta fitoplazme | Gen ali del gena, ki kodira dano AK | Oznaka aminokislinskega

in skupina zaporedje zaporedja v podatkovni
bazi NCBI

ESFY secY CB162633.1

ESFY secY CBI162631.1

AP secY YP_002004392.1

AP secY CB162639.1

AP secY CB162640.1

AP secY CBI62641.1

PD secY CB162635.1

PD secY ADO33885.1

PD secY CBI162636.1

PD secY CB162638.1

PD secY CBI162634.1

PLN secY ADO033803.1

ESFY aceF CBI162601.1

ESFY aceF CB162602.1

ESFY aceF CBI62597.1

ESFY aceF CBI162594.1

ESFY aceF CBI62595.1

ESFY aceF CBI162600.1

ESFY aceF CBI162598.1

ESFY aceF CBI62592.1

ESFY aceF CBI62599.1

ESFY aceF CBI62596.1

ESFY aceF CBI62593.1

AP aceF CBI62611.1

AP aceF CBI62612.1

AP aceF YP_002004194.1

AP aceF CBI62610.1

PD aceF CBI62607.1

PD aceF CBI62603.1

PD aceF CBI162608.1

PD aceF CBI62604.1

PD aceF CBI62605.1

PD aceF CBI62606.1

ESFY pnp CBI62616.1

ESFY pnp CBI62617.1

AP pnp YP_002004412.1

AP pnp CBI162628.1

AP pnp CBI62626.1

se nadaljuje


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337669?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337665?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/194246753?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=294337681&dopt=GenPept&RID=&log$=prottop&blast_rank=2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=294337683&dopt=GenPept&RID=&log$=prottop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=294337685&dopt=GenPept&RID=&log$=prottop&blast_rank=4
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337673?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/308525054?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337675?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337679?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337671?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=F778H8DX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=308524943&dopt=GenPept&RID=&log$=prottop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337605?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337607?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337597?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=13&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337591?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=14&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337593?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=15&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337603?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=16&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337599?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=17&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337587?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=18&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337601?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=19&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337595?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=20&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337589?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=21&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337625?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337627?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Protein&list_uids=194246555&dopt=GenPept&RID=&log$=prottop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337623?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337617?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337609?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337619?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337611?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337613?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337615?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=F7X86ZBK011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337635?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=11&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337637?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/194246773?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=5&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337659?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=7&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337655?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=8&RID=F9YP2F7P011

nadaljevanje

Priloga C: Seznam vseh aminokislinskih zaporedij iz podatkovne baze NCBI, ki smo
jih uporabili v nalogi.

AP pnp CBI62629.1
AP pnp CBI62630.1
PD pnp CBI62619.1
PD pnp CBI62618.1
PD pnp CBI62622.1
PD pnp CBI62624.1
PD pnp CBI62623.1



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337661?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=9&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337663?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337641?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337639?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337647?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337651?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=4&RID=F9YP2F7P011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/294337649?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=6&RID=F9YP2F7P011

Priloga D: Poravnava nukleotidnih zaporedij genomskega odseka 16S/23S rRNA pri
fitoplazmi PD.

il 10 20 40 50 50 70 &0 B 110
» 1052707 1
» 685/08 1 GTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGT TGRAAACGACTGCTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGARACTTTT
» 1054/07 1 TAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGEATAACAGT TGRAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGT TTTAAGECATCTTGAAACTTTT
» 768/08 1 GAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGTTGOAAACGACTGCTAAGAC TGRATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGARACTTTT
»629/08 1 TGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGRATAACAGT TGRAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGT TTTAAGECATCTTGAAACTTTT
» 1066/07 1 GRGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGTTGGRAAACGACTGCTAAGACTGGATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
» 630408 1 GEETGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGEATAACAGT TRGRAAACGACTRCTAAGACTGEATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
» 1520409 1 CEGGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGRATAACAGTTGEAAACGACTECTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGECATCTTRAAACTTTT
» 5308 1 CEGGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGRATAACAGTTGEAAACGACTECTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGECATCTTRAAACTTTT
» 104107 1 COGETEAGTAACACE TAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGEA TAACAGT TEGAAACGAC TRCTAAGACTERATAGEAAGT TTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
»1794/09 1 AR COGETEAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGTTGGAAACGACTOCTAAGACTGGATAGRAAGT T TTAAGGCATCTTGARACTTTT
» B77/07 1 GAACGGGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGT TGRAAACGACTOCTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGARACTTTT
» 1008/07 1 GAACGGGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGT TGRAAACGACTOCTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGARACTTTT
» 54/08 1 GECGAACOGETEAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGTTGGAAACGACTOCTAAGACTGRATAGRAAGT T TTAAGGCATCTTGARACTTTT
»E31/08 1 GTGECAAACGGEETRAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGEA TAACAGT THGAAACGAC TACTAAGACTEGATAGEAAGT T TTAAGGCATCTTGAAACTTTT
» 797407 1 GTEGCGAACGRGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGT TRGAAACEACTGCTAAGACTGEATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
» 1053407 1 AGTGRGECGAACGGGETEAGRTAACACETAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGTTGEAAACGACTGCTAAGACTERATAGGAAGTTTTAAGGRCATCTTGRAAACTTTT
» 764/08 1 GTGEECGAACGEE TEAGTAACACG TAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGEA TAACAGT TEGAAACGAC TRCTAAGACTERATAGEAAGT TTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
» 1040707 1 TTTCAGTRECGAACGGEE TEAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAG T TEGAAACGAC TOCTAAGACTERATAGEAAGT TTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
»120/08 1 TTTCAGTGECAAACOGETEAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGTTGGAAACGACTOCTAAGACTGGATAGRAAGT T TTAAGGCATCTTGARACTTTT
» 55/08 1 TTTCAGTGECAAACOGETEAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGA TAACAGTTGGAAACGACTOCTAAGACTGGATAGRAAGT T TTAAGGCATCTTGARACTTTT
»115/08 1 AGTTTCAGTEGCGAACGAGTGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGTTGRAAACGACTOCTAAGACTGRATAGGAAGTTTTAAGGCATCTTGARACTTTT
» 1438/03 YT TTAGTTTCAGTGRCGAACGEETGAGTAACACGTAAGTAACCTACCTTTCAGACGAGGATAACAGT TGGAAACGACTACTAAGACTGRATAGRAAGTTTTAAGGCATCTTGAAACTTTT
AT TTAGT T TCAGTGELGAACGGE TEAGTAACACH TAAGTAACCTACCT TTCAGAC GAGEA TAACAGT THGAAACGAC TACTAAGAC TGRATAGEAAGT TTTAAGGLATCTTGAAACTTTT
lzo 130 1an 130 160 170 1a0 190 200 210 220 230
» 1052707 1 TGCGGLACATTAGTTAGT GG TAAGG TAACGGLTTACCAAGACCATGATOTOTAGC TAGAC TGAGAGG T TGAACGGLCACATIGGE
»E26/08 | BYMAAAGACCCHCAAGGETATACTGAGAGATGEEGC T TGCEGCACAT TAGT TAGT TAETAAGE TAACEGC T TACCAAGACCATGATGTGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGCCACATTGEG
»1054/07 | 93AAAAGACCCECAAGGGTATEC TRAGAGATGGEGCTTECGECACATTAGTTAGT TEGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATETGTAGCTEEACTEAGAGG T TRAACGECCACAT TEER
»7E8/08| SE|AAAAGACCCHCAAGGETATACTGAGAGATGEEGC T TGCEGCACAT TAGT TAGT TAETAAGGE TAACEGEC T TACCAAGACCATGATETGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGCCACATTGEG
»E29/08| S7|RAAAGACCCGCAAGGETATACTGAGAGATGEEGC T TGCEGCACAT TAGT TAGT TGETAAGGE TAACEGECTTACCAAGACCATGATETGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGCCACATTGEG
»10B6/07 | 100/aAAAGACCCECAAGRGTATEC TRAGAGATGGACTTECGGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGGECTTACCAAGACCATGATATATAGCTGEACTGAGAGGT TRAACGECCACATTGGEE
»B30/08 | 100jAAAAGACCCGEAAGGETATGETGAGAGATGEGC T TACHGCACATTAGT TAGTTGRTAAGE TAACGGC TTACCAAGACCATGATGTGTAGC TRGACTRAGAGE T TGAACGGCCACATTGEG
»1520/03 | 1018 AAAGACCCGCAAGRGTATGC TGAGAGATAGAC TTGCGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATATATAGCTGGACTOAGAGGTTHAACGECCACATTGGE
»53/08| 1D1f8AAAGACCCECAAGRGTATGC TGAGAGATOGECTTGCAGCACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGACCATGATOTOTAGC TAGACTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGGEE
»1041/07 | 1018 AAAGACCCGTAAGRGTATGC TGAGAGA TAGAC TTGCGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATATATAGCTGGACTGAGAGGTTRAACGECCACATTGGE
»1794/09 | 103AAAAGACCCECAAGGGTATEC TRAGAGA TRGGC T TECGECACATTAGT TAGT TEGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATETGTAGCTEEACTEAGAGG T TRAACGECCACAT TEER
S 87707 | 1048 AAAGACCCACAAGGETATAC TEAGAGATEEGC T TGCEECACAT TAGT TAGT TAETAAGE TAACEGC T TACCAAGACCATGATGTGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGCCACATTGEG
»1008/07 | 104 AAAGACCCGCAAGRGTATGC TGAGAGATGGEGC TTGCGGCACATTAGTTAGT TGRTAAGG TAACBEC TTACCAAGACCATRATATATAGC TRGACTGAGAGGTTGAACGGCCACATTGEE
»54/08| 1078 AAABACCCECAAGGG TATEC TEAGAGA TEGEGEC T TECGGECACATTAGTTAGT TEGTAAGG TAACGGC T TACCAAGACCATEATGTETAGC TRGACTGAGAGG T TEAACGGCCACATTGER
»631/08| 1098 AAAGACCCGCAAGRGTATGCTGAGAGATGEGC T TGCRGCACATTAGTTAGT TGRTAAGGTAACGGCTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTRGACTRAGAGG T TGAACRGCCACATTGES
» 7707 | 1098 AAAGACCCGEAAGGGTATGE TGAGAGATGEGC T TACHGCACATTAGT TAGTTGRTAAGE TAACGGC TTACCAAGACCATGATGTGTAGC TRGAC TRAGAGE T TGAACRGCCACATTGEG
»1053/07 | 110/8AAAGACCCECAAGRGTATGC TGAGAGATAGAC TTGCGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATATATAGCTGGACTOAGAGGTTHAACGECCACATTGGE
»764/08 | 109MAAAGACCCGEAAGGGTATGE TGAGAGATGEGC T TACHGCACATTAGT TAGTTGRTAAGE TAACGGC TTACCAAGACCATGATGTGTAGC TRGACTRAGAGG T TGAACGGCCACATTGEG
»1040/07 | 1148 AAAGACCCGTAAGRGTATGC TGAGAGATAGAC TTGCGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGEC TTACCAAGACCATGATATATAGCTGGACTOAGAGGTTHAACGGECCACATTGGE
»120/08 | 114|8AAAGACCCACAAGGETATACTEAGAGATEEGC T TGCEGCACAT TAGT TAGT TAETAAGGE TAACEGEC T TACCAAGACCATGATETGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGCCACATTGEG
»55/08| 1148 AAABACCCECAAGGG TATEC TEAGAGA TEGEGECTTECGGECACATTAGTTAGT TEGTAAGG TAACGGC T TACCAAGACCATEATGTETAGC TRGACTGAGAGG TTEAACGGCCACATTGEE
»116/08 | 11EjAAAAGACCCACAAGGETATACTEAGAGATEEGC T TECEGCACAT TAGT TAGT TAETAAGE TAACEEC T TACCAAGACCATGATETGTAGC TEGAC TRAGAGE T TGAACEGECCACATTGEG
»1498/09 | 119/AAAAGACCCECAAGGGTATEC TRAGAGA TGGGCTTECGECACATTAGTTAGT TGGTAAGGTAACGECTTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGEACTGAGAGG T THAACGECCACATTGEE
11908 A AGACCCGCAAGGGTATGC TGAGAGATGGGC T TGCGGCACATTAGT TAGT GG TAAGGTAACGGC TTACCAAGACCATGATGTGTAGCTGGACTGAGAGG T TGAACGGCCACATIGGE
+
240 250 260 270 280 290 00 310 320 330 340 350
> TG2/07 | SE[RCTGAGATACGGCCCAARACTCCTACGGGAGRCAGCAGTAAGEAAT I TTCGRCAATAGAGGAAACTOTGACCGAGCARCACCGCGTOAACATGARGTATTTAGGTATGTAARGTTCTTTT
»B85/08 | 203ACTGAGATACGGCCCAAACTOC TACOGRAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGLCACGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»1054/07 | 213ACTGAGATACGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAAT T TTCGRCAATEGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»7E8/08| 21BACTGAGATACGGCCCAAACTOC TACOGRAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGECHCGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»B29/08 | 217|ACTGAGATACGGCCCAAACTCC TACOGERAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGLCHCGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»1066/07 | 220/aCTGAGATACGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAATTTTCGECAATEGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGLGTRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»E30/08 | 220|ACTEAGATACEGECCCAAACTOC TACGGEAGECAGCAGTAAGGAATT TTCEGCAATGEAGEAAACTCTEACCEAGCAACGCCECETEAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»1520/09 | 221[ACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCGRCAATERAGGAAACTCTEACCARAGRCAACGCCACATRAACGATRAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»53/08| 221[4CTGAGATACGGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGGAAT T TTCGGCAATERAGGAAACTCTRACCGAGCAACGCCACGTEAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»1041/07 | 221[ACTGAGATACGECCCAAACTCC TACGEGAGGCABCAGTAAGGAAT T TTCAECAA TEGAGGRCAACTCTEACCGAGCAACGCCGCG TRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»1794/09 | 223ACTGAGATACGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAATTTTCGRCAATEGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»BI7/07 | 224ACTGAGATACGGCCCAAACTOC TACOGRAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGLCHCGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»1008/07 | 224ACTGAGATACGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAATTTTCGRCAATGGAGGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»54/08| 227ACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAAT T TTCGGCAATGRAGGARACTCTGACCGAGCAACGCCACOTOAACGATGAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»E31/08 | 229ACTEAGATACGECCCAAACTOC TACGGEAGECAGCAGTAAGGAATT TTCEACAATGGAGEAAACTCTHACCEAGCAACGECECGTGAACGATRAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
579707 | 229ACTEAGA TACEECCCAAACTOC TACGGEAGECAGCAGTAAGGAATT TTCEGCAATGGEAGEAAACTCTEACCEAGCAACGCCECETGAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»1083/07 | 23[ACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCGRCAATERARGAAACTCTEACCARAGCAACGCCACATRAACGATRAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»7E4/08 | 229ACTEAGATACEGECCCAAACTOC TACGGEAGECAGCAGTAAGGAATT TTCEGCAATGEAGEAAACTCTEACCEAGCAACGCCECETEAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
51040407 | 2M{ACTGAGATACGECCCAAACTCC TACGEGAGGCABCAGTAAGGAATT T TCAECAA TEGAGGRCAACTCTEACCGAGCAACGCCGCG TRAACGATEAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
»120/08 | 234|ACTGAGATACGGCCCAAACTOC TACOGRAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGLCHCGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»55/08| 234{ACTGAGATACGGCCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAAT T TTCGGCAATGRAGGARACTCTGACCGAGCAACGCCACOTOAACGATGAAGTATTTAGGTATGTARAGTTCTTTT
»115/08 | 23BACTGAGATACGGCCCAAACTOC TACOGRAGGCAGCAGTAAGGAATT TTCHGCAATGGAGEAAACTCTGACCHAGCAACGLCHCGTGAACOATGAAGTATTTAGETATGTAAAGTTCTTTT
»1498/09 | 239ACTGAGATACGECCCAAACTCCTACGEGAGGCAGCAGTAAGRAATTTTCGRCAATGGARGAAACTCTGACCGAGCAACGCCGCGTRAACGATGAAGTATTTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
ACTGAGATACGECCLAAACTCL TACGEGAGECAGCAG TAAGGAAT T T TLGGCAATEGAGGAAACTCTGACCGAGLAACGL GG TRAACGATEAAGTAT TTAGGTATGTAAAGTTCTTTT
+
[Feo 370 380 390 400 aln 4zn 430 40 450 480 am
»1052/07 | 20B/A TTAAAGAAGAAAAAATGATGLAARARTCATTICTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCOGLTAACTATOTGLCAGLAGC TGLGGTAATACATGAOGGGCAAGLGTTATCCGGATTTATTG
SEE6/08 | YA TTAAAGAAGAAAAAATGATEGAAAAATCATICTGACEGETATTTAATEAATAAGCCCOGEC TAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
»1054/07 | 333A TTAAAGAAGAAAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAABCCCCGRCTAACTATG TECCAGCABC TECERTAATACATERRGGEECAAGCGTTATCCREATTTATTG
STEB/0B | AT TAAAGAAGAAAAAATGATEGAAAAATCATTICTGACEGTATTTAATEAATAAGCCCOGEC TAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
SE29/08 | BT TAAAGAAGAAAAAATGATEGAAAAATCATTICTGACEGTATTTAATEAATAAGCCCOGECTAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
»10B6/07 | 340la TTAAAGAAGARAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCAGCTAACTATGTECCAGCARCTECERTAATACATGRRGGRECAAGCGTTATCCRGATTTATTG
»B30/08 | BAD|ATTAAAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGECCCGECTAACTATGTGECAGCAGCTGEGGTAATACATAGGGRGEAAGCGTTATCCGEATTTATTG
»1520/03 | 341[A TTAAAGAAGAAAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCAGETAACTATATGCCAGCAGC TGCGGTAATACATEARGEGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG
»53/08| N[ TTAAAGAAGAAAAAATGATGGAARAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCOGCTAACTATOTGCCAGCAGC THCGOTAATACATGOGEGGCAAGCGTTATCCOGATTTATTG
»1041/07 | 341 TTAAAGAAGARAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCAGETAACTATATGCCAGCAGC TGCGATAATACATEARGEECAAGCGTTATCCGGATTTATTG
5 1794/09 | 243A TTAAAGAAGAAAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAABCCCCGRCTAACTA TG TECCAGCABC TECEGTAATACATEEEGGEECAAGCGTTATCCRGEATTTATTG
SETTO7 | 44T TAARAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTICTGACGGTATTTAATEAATAAGCCCOGEC TAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
»1008/07 | 344{A T TAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCRGCTAACTATETRCCAGCAGC TRCGRTAATACATRAGGEGRGECAAGCGTTATCCGGATTTATTG
55408 | 4T TTAAAGAAGAAAAAATEATGGEAAAAATCATTCTEACGGTATTTAATGAATAAGCCCCEECTAACTATETECCAGCAGE TECGRTAATACATGEGEGECAAGCGETTATCCRRATTTATTE
»B3/08| YA TTAAAGAAGAAARAATGATGGAAAAATCATICTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCGGECTAACTATGTGCCAGCAGCTGCGGRTAATACATGEGGRGCAAGCGTTATCCGRATTTATTG
»TITO7 | AR TTAAAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGECCCGECTAACTATGTGECAGCAGCTGEGGTAATACATAGGGRGCAAGCGTTATCCGEATTTATTG
»1053/07 | 350/a TTAAAGAAGAAAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCAGETAACTATATGCCAGCAGC TGCGATAATACATEARGGECAAGCGTTATCCGGATTTATTG
»7E4/08 | BA9ATTAAAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTCTGACGGTATTTAATGAATAAGCCCCGECTAACTATGTGECAGCAGCTGEGGTAATACATAGGGRGEAAGCGTTATCCGEATTTATTG
»1040/07 | 354 TTAAAGAAGARAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCAGETAACTATATGCCAGCAGC TGCGATAATACATEARGGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTG
S 120/08 | FB4ATTAAAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTICTGACEGTATTTAATEAATAAGCCCOGECTAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
»B5/08| 3548 TTAAAGAAGAAAAAATEATGGEAAAAATCATTCTEACGGTATTTAATEAATAAGCCCCEECTAACTATETECCAGCAGE TECGRTAATACATGEGEGECAAGCGTTATCCRRATTTATTE
H116/08 | IGE|ATTAAAGAAGAAARAATGATEGAAAAATCATTICTGACEGTATTTAATEAATAAGCCCOGEC TAACTATG TRCCAGCAGC TRCGGETAATACATGEGEGGECAAGCETTATCCGEATTTATTG
51498/09 | 353 TTAAAGAAGAAAAAATGATGEAAAAATCATTCTGACGETATTTAATGAATAAGCCCCGRCTAACTATGTGCCAGCAGCTGCEGTAATACATGGRGGEECAAGCGTTATCCRGATTTATIG

wﬁl,&TTAAAGAAGAAAAAATGATGGAAAAATDATTDTGADGGTATTTAATGAATAAGEDECGGETAAETATGTGEDAGEAGDTGEGGTAATAEATGGGGGGEAAGEGTTATEDGGATTTATTG
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Priloga D: Poravnava nukleotidnih zaporedij genomskega odseka 16S/23S rRNA pri
fitoplazmi PD.

»1498/03

[ago 450 s00 510 520 530 540 550 560 570 580 590
»1052/07 | JZB[GGCGTAAAGGG TGCOTAGGLGETTTARTAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGCTTAACGTTRTGATGL TATAGAAACTGT TTGACTAGAGT TGGA TAGAGGLAAGTGOAATTCCATGTGTA
»B85/08 | A4YGGCETAAAGGETGCGTAGOCHGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGTTCAACGC TTAACGTTATOATGCTATAGAAACTGTTTRACTAGAGT TRGATAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»1054/07 | 453GGCGTAAAGEG TACOTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACHCTTAACGTTOTGATGCTATAGAAACTGTTTGACTAGAGT TGGA TAGAGGCAAGTGEAATTCCATGTGTA
»7EB/08 | ABEIEGCETAAAGGETECG TAGGCEGTTTAATAAGTCTATAETCTAAGT TCAACGC TTAACGT TRTGATACTATAGAAACTATTTRACTAGAGTTRGATAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»E29/08 | 457|BECETAAAGGG TECG TAGGCEE TTTAATAAGTCTATAETCTAAGT TCAACGC TTAACG T TRTGATGCTATAGAAACTGT T TEACTAGAGT TEGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
»10B6/07 | 4B[GGCGTAAAGGGETGCGTAGGRCGG T TTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACBC TTAACGTTRTRATGCTATAGAAACTAT T TRACTAGAGTTRGA TAGAGGCAAGTGGRAATTCCATGTGTA
»E30/08 | 4B0|BECETAAAGGE TECG TAGGCEE TTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACGC TTAACG T TRTGATGCTATAGAAACTGT TTEACTAGAGT TEGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
»1520/09 | 4BI[GGCGTAAAGGGTGCGTAGGRCGGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACBC TTAACGTTRTRATGCTATAGAAACTAT T TRACTAGAGT TRGA TAGAGGCAAGTGGRAATTCCATGTGTA
»53/08| 4B1GGCGTAAAGEGTACGTAGGCAGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGC T TAACGTTGTGATGETATAGAAACTGT T TGACTAGAGT TAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
»1041/07 | 4B1[GGCGTAAAGEG TACOTAGGCGETTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGHCTTAACGTTOTGATGC TATAGAAACTGTTTGACTAGAGT TGGA TAGAGGCAAGTGEAATTCCATGTGTA
»1794/09 | 4B3GGCGTAAAGGG TACOTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGHCTTAACGTTOTGATGC TATAGAAACTGTTTGACTAGAGT TGGA TAGAGGECAAGTGEAATTCCATGTGTA
» 87707 | ABYGGCGTAAAGGGTGCGTAGOCHGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACGC TTAACGTTGTOATGCTATAGAAACTGTTTHACTAGAGT TRGATAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»1008/07 | 4B4[GGCGTAAAGGGETECGTAGGRCGGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACBC TTAACGTTRTRATGCTATAGAAACTAT T TRACTAGAGT TRGA TAGAGGCAAGTGGRAATTCCATGTGTA
»54/08 | 4E7GECGTAAAGEG TECETAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGE T TAACGTTETGATGC TATAGAAACTGT T TRACTAGAGT TRGA TAGAGGCAAGTEGAATTCCATETETA
»E31/08 | 4BEECETAAAGGE TECG TAGGCEE TTTAATAAGTCTATAETCTAAGT TCAACGC TTAACG T TRTGATGCTATAGAAACTGT T TEACTAGAGT TEGA TAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»7I7/07 | 4EYBECETAAAGGE TECG TAGGCEE TTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACGC TTAACG T TRTGATGCTATAGAAACTGT T TEACTAGAGT TEGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
»1063/07 | 470/GGCGTAAAGEG TRCRTAGGRCGGETTTAATAAGTCTATEGTCTAAGTTCAACRCTTAACGTTRTGATECTATAGAAACTRTTTGACTAGAGT TGGA TAGAGGECAAGTGGRAATTCCATGTETA
»764/08 | ABYGGCGTAAAGGETGCGTAGOCHGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGTTCAACGC TTAACGTTGTOATGCTATAGAAACTGTTTGACTAGAGT TRGATAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»1040/07 | 474{GGCGTAAAGEG TACOTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGRCTTAACGTTOTGATGC TATAGAAACTGTTTGACTAGAGT TGGA TAGAGGCAAGTGEAATTCCATGTGTA
»120/08 | A74GGCGTAAAGGETGCGTAGOCHGTTTAATAAGTCTATGETCTAAGT TCAACGC TTAACGTTATOATGCTATAGAAACTGTTTHACTAGAGTTRGATAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»55/08| 474GGCGTAAAGEGTACGTAGGCAGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACGCTTAACGTTGTGATGETATAGAAACTGT T TGACTAGAGT TAGATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
»116/08 | 47E[BECETAAAGGE TECG TAGGCEE TTTAATAAGTCTATAETCTAAGT TCAACGC TTAACG T TRTGATGCTATAGAAACTGT T TEACTAGAGT TEGA TAGAGGCAAGTGRAATTCCATGTGTA
»1498/09 | 479GGCGTAAAGGGTGCGTAGGCGGTTTAATAAGTCTATGGTCTAAGT TCAACBCTTAACGTTGTRATGETATAGAAACTATTTRACTAGAGTTRGRATAGAGGCAAGTGGAATTCCATGTGTA
47IEECGETAAAGGG TGCG TAGGCGE T TTAATAAGTCTATGRTC TAAGT TCAACGL TTAACGT TGTGATGL TATAGAAACTGT T TGAC TAGAG T TGEA TAGAGECAAGTGEAAT ICCATGTETA
_EDD 610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710

> 062707 | 43E[GCOETARAATGCOTARAGATATGGAGGARCACCAGTAGCGAARGGCGGCTTOCTAAGTCTTAACTAACGCTGAGGCACGAAAGCGTOGRAGCARACAGOATTAGATACCCTAATAGTCCA
»E25/08 | DEYBCGETAAAATECGTAAAGATATGEGAGGAACACCAGTABCGAAGGCGGECTTRCTAEGTCTTAACTEACGC TRAGGCACGAAAGCG TEEGGEAGCAAACAGEATTAGATACCCTEGTAGTCOA
»1054/07 | G7YGCGGTAAAATGCGTAAAGATATREAGEAACACCAG TAGCGAAGECGEGCTTECTEGEETCTTAACTGACGC TEAGGCACEAAAGCG TEGEGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTERTAGTCCS
»768/08 | S7HGCGGTAAAATGCGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTGCTGRGTCTTAACTGACGC TGAGGCACGAAAGCGTGEGGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA
»B29/08 | STARCGGTAAAATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTACTGRGTCTTAACTRACGC TGAGGCACGAAAGCGTGEAGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA
»10B6/07 | 5B0/GCGGTAAAATGLGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGHCGGCTTACTGGGETCTTAACTGACGL TGAGGCACHAAAGCGTAGRGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGRTAGTCCA
»B30/08 | SBOIGCGGTAAAATOCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTACTGRGTCTTAACTRACGC TGAGGCACGAAAGCGTGGEGGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA
»1520/09 | SEI[GCGGTAAAATGCGTAAAGATATGRAGEAACACCAGTAGCGAAGHCGGCTTRCTEGETCTTAACTGACGE TGAGGCACHAAAGCGTAGRGAGCAAACAGGAT TAGATACCOCTGRTAGTCCA
»53/08| GEIGCOGTAAAATGCGTAAAGATATEGEAGEAACACCAGTAGCGAAGGCGECTTECTEGGTCTTAAC TRACGC TEAGRCACGAAAGCH TEGGEEAGCAAACAGGATTAGATACCCTRETAGTCCA
»1041/07 | 5EIGCGGTAAAATGCGTAAAGATATREAGEAACACCAG TAGCGAAGECEGCTTECTEGEETCTTAACTGACGC TEAGGCACEAAAGCG TEGEGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTERTAGTCCA
»1794/09 | 5EGCGGTAAAATGCGTAAAGATATREAGEAACACCAG TAGCGAAGECEGCTTECTEGEETCTTAACTGACGC TEAGGCACEAAAGCG TEGEGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTERTAGTCCSA
587707 | DR4BCGETAAAATECGTAAAGATATEGAGGAACACCAGTABCGAAGGCGGECTTRCTEEGTCTTAACTEACEC TRAGGCACGAAAGCG TEEGGEAGCAAACAGEATTAGATACCCTEGTAGTCDA
»1008/07 | SB4{GCGGTAAAATGCGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGHCGGCTTRCTGGGETCTTAACTGACGE TGAGGCACHAAAGCGTAGRGAGCAAACAGGATTAGATACCOCTGRTAGTCCA
»54/08| SB7GCOGTAARATACOTAAAGATATGGAGEAACACCAGTAGCAAAGGCGRCTTGCTGAGTCTTAACTGACGC TGAGRCACGAAAGCOTOGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGRTAGTCCA
»B31/08 | SBYGCGGTAAAATOCGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTACTGRGTCTTAACTHACGC TGAGGCACGAAAGCGTGGAGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA
» 79707 | SBYGCGGTAAAATOCGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTACTGRGTC T TAACTRACGC TGAGGCACGAAAGCGTGEGGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA
»1053/07 | S90GCGGTAAAATGLGTAAAGATATGEAGEAACACCAGTAGCGAAGECGACTTACTEGETCTTAACTGACGE THAGGCACGAAAGCG TAGEGAGCAAACAGGAT TAGATACCOTGRTAGTODA
»7E4/08 | BAYBCGETAAAATECGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTABCGAAGGCGGECTTRCTAEGTCTTAACTEACGC TRAGGCACGAAAGCG TEEGGEAGCAAACAGEATTAGATACCCTEGTAGTCOA
»1040/07 | GM{GCGGTAAAATGCGTAAAGATATREAGEAACACCAGTAGCGAAGECEGCTTECTEGETCTTAACTGACGC TEAGGCACEAAAGCG TEGEGAGCAAACAGGAT TAGATACCCTERTAGTCCS
»120/08 | BMBCEETAAAATECGETAAAGATATGEGAGGAACACCAGTABCGAAGGCGGECTTRCTAEGTCTTAAC TEACGC TRAGGCACGAAAGCG TEEGGEAGCAAACAGEATTAGATACCCTEGTAGTCOA
»55/08| GOMfGCOGTAAAATGCGTAAAGATATEGEAGEAACACCAGTAGCGAAGGCGECTTECTEGGTCTTAAC TRACGC TEAGRCACGAAAGCE TEGGEEAGCAAACAGGATTAGATACCCTRETAGTCCA
»115/08 | S9BECGGETAAAATECGTAAAGATATGRAGGAACACCAGTAGCGAAGGCAGCTTACTGRGTCTTAACTHACGC TGAGGCACGAAAGCGTGEAGAGCAAACAGRATTAGATACCCTGGTAGTCCA

BOG CGGTAAAATGCGTAAAGATATERAGGARCACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGETGGGTCTTAACTGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGGRGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCA

FCGGTAARRATGCGTAAAGATATGGAGGAACACCAGTAGCGAAGGCGGCTTGCTGGGTCTTAAC TRACGC TGAGRCACGAAAGCGTGGRGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGRTAGTCCA

»1498/03

[Fz0 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820 830
» 1052707 | SBE[CGLCOTARACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTARACCAGTGL TRAAGTTAACGLATTAAGTACTCCGLCTGAGTAGTACGTACGLAAGTATGAAACTTARAGRAAT TGACGGRACTCCGE
»B85/08 | BEICGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTOGG T TAAACCAGTGCTGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGECTGAGTAGTACGTACGLAAGTATRAAACTTAAAGGAATTGACGEGACTCCGE
»1054/07 | BI3CGCCOTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGEGTTAAACCAGTGETHAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAATTGACGGRACTCOGE
»7EB/08 | BOECGCCGTAAACGATHAGTACTAAGTGTTRGG T TAAACCAGTEC TRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACGTACGLAAGTATEAAACTTAAAGGAATTGACGEGAC TCCEE
»E29/08 | BI7|CECCGTAAACGATEAGTACTAAGTGT TEGGE T TAAACCAGTEC TRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACG TACGCAAGTATEAAACTTAAAGGAATTGACGEGAC TCCED
»10B6/07 | 7OICGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGC TGAAGT TAACBCATTAAGTACTCORCCTRAGTAGTACGTACGCAAGTATRAAACTTAAAGGRAATTGACGGEGRACTCCGE
»E30/08 | 7O0CECCGTAAACGATEAGTACTAAGTGTTEGGE T TAAACCAGTEC TRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACGTACGCAAGTATEAAACTTAAAGGAATTGACGEGAC TCCED
»1520/09 | 70[CGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGC TGAAGT TAACBCATTAAGTACTCORCCTRAGTAGTACGTACGCAAGTATRAAACTTAAAGGRAATTGACGGEGRACTCCGE
»53/08| FOICGCCGTARACGATGAGTACTAAGTGT TAGOTTAAACCAGTGETGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCACCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAAT TGACGGRACTCCGE
»1041/07 | POICGCCOTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGEG T TAAACCAGTGETHAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAATTGACGGRACTCOGE
»1794/09 | FO3CGCCOTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGEG T TAAACCAGTGETHAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAATTGACGGRACTCOGE
» 87707 | 7OYCGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTOGG T TAAACCAGTGCTGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGLCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATOAAACTTAAAGGAATTGACGEGACTCCGE
»1008/07 | 7O4CGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGC TGAAGT TAACBCATTAAGTACTCORCC TRAGTAGTACGTACGCAAGTATRAAACTTAAAGGRAATTGACGGEGRACTCCGE
»54/08 | FOTICGCCEBTAAACGATGAGTACTAAGTET TRGGTTAAACCAGTACTEAAGT TAACGCATTAAGTAC TCCBCCTEAGTABTACG TACGCAAGTATGAAACT TAAAGGEAAT TEACGGEEACTCCGED
»E31/08 | 70YCECCGTAAACGATEAGTACTAAGTGTTEGGE T TAAACCAGTEC TRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACG TACGCAAGTATEAAACTTAAAGGAATTGACGEGAC TCCED
579707 | 7OYCECCGTAAACGATEAGTACTAAGTGT TEGGE T TAAACCAGTEC TRAAGT TAACGCAT TAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACG TACGCAAGTATEAAACT TAAAGGAATTGACGEGAC TCCED
»1063/07 | 7I0CECCRTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGEGTTAAACCAGTGCTRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCRCCTEAGTAGTACGTACGCAARTATGAAACTTARAGRAATTEACGERACTCCGE
»764/08 | 7OYCGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTOGG T TAAACCAGTGCTGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGLCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATRAAACTTAAAGGAATTGACGEGACTCCGE
»1040/07 | F14{CGCCOTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGG T TAAACCAGTGETHAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGCCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAATTGACGGRACTCOGE
»120/08 | 7F14CGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTOGG T TAAACCAGTGCTGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGECTGAGTAGTACGTACGLAAGTATRAAACTTAAAGGAATTGACGEGACTCCGE
»55/08| F1AlCGCCOTARACGATGAGTACTAAGTGT TAGOTTAAACCAGTGETGAAGT TAACGCATTAAGTACTCCACCTGAGTAGTACGTACGCAAGTATGAAACTTARAGRAATTGACGGRACTCCGE
»116/08 | 7IEjCECCGTAAACGATEAGTACTAAGTGTTEGGE T TAAACCAG TEC TRAAGT TAACGCATTAAGTACTCCGEC TRAGTAGTACG TACGCAAGTATEAAACTTAAAGGAATTGACGEGAC TCCED
»1498/09 | 719CGCCGTAAACGATGAGTACTAAGTGTTGGGTTAAACCAGTGCTGAAGT TAACBCATTAAGTACTCORCCTRAGTAGTACGTACGCAAGTATRAAACTTAAAGGAATTGACGGGACTCCGE
TIYCECCGTAAACGA TGAGTACTAAGTGT TGEG T TAAACCAG TGLTGAAGTTAACGCAT TAAGTACTCCGLL TGAGTAGTACGTACGLAAGTATGAAAC T TARAGGAAT TGACGEGAL TCCGE
G40 a50 &0 870 Ba0 &30 500 S10 520 330 840 450

> 06207 | GOE[RCARGCGGTGGATCATETTGTTTAATTCRAAGATACACGAARAACC TTACCAGRTCTTGACATACTETGCARAGCTATAGARATATAGTEGAGG TTATCAGRGATACAGGTSGTACATGE
»E26/08 | B0YMCAAGCGETEEATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGGRAGGE TTATCAGGGATACAGG TEGTGCATEG
»1054/07 | B13ACAAGCEETEGATCATET TG T TTAATTCEAAGATACACGEAAAAACC T TACCAGE TCT TGACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGATACAGE TERTRCATEE
»768/08 | BIBACAAGCGGTGRATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGARAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGGTGGTGCATGE
»B29/08 | BI7|ACAAGCAGTGHATCATATTGTTTAATTCGAAGATACACGARAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGLAAAGC TATAGAAATATAGTOGAGG T TATCAGGGATACAGGTGGTGCATEE
»10B6/07 | B20/aCAAGCHGTEGATCATRTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCT TRACATACTCTOCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGG TTATCAGGRATACAGGTGRTACATGE
»B30/08 | B20|ACAAGCAGTGHATCATATTGTTTAATTCGAAGATACACGARARACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGLAAAGC TATAGAAATATAGTOGAGG TTATCAGGGATACAGGTGGTGCATEE
»1520/09 | B21ACAAGCHGTEGATCATRTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCT TRACATACTCTOCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGG TTATCAGGRATACAGGTGRTACATGE
55308 | BZI8CAABCGETEGATCATETTGT TTAAT TCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTECAAAGCTATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGRATACAGGTGETGCATGE
»1041/07 | B21[ACAAGCEETEGATCATET TG T TTAAT TCEAAGATACACGEAAAAACC T TACCAGE TCT TGACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGATACAGE TERTRCATEE
»1794/09 | B23ACAAGCEGTEGATCATET TG T TTAAT TCEAAGATACACGEAAAAACC T TACCAGE TCT TGACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGATACAGE TEGTRCATEE
587707 | B24lACAAGCGGETEEATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGGAGGE TTATCAGEGATACAGG TEGTGCATEG
»1008/07 | B24{ACAAGCEGTEGATCATRTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACCTTACCAGGTCT TRACATACTCTOCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGG TTATCAGGRATACAGGTGRTACATGE
»54/08| B27ACAAGCGGTGGRATCATGTTGTTTAAT TCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTRACATACTCTOCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGG TTATCAGGGRATACAGGTGRTGCATGE
»B31/08 | B2YACAAGCAGTGRATCATATTGTTTAATTCGAAGATACACGARARACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGLAAAGC TATAGAAATATAGTAGAGG TTATCAGGGATACAGGTGGTGCATEE
» 7707 | B2YACAAGCAGTGEATCATATTGTTTAATTCGAAGATACACGARAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGLAAAGC TATAGAAATATAGTOGAGG T TATCAGGGATACAGGTGGTGCATEE
»1053/07 | BIACAAGCEGTEGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACC T TACCAGE TCT TRACATACTCTOCAAAGCTATAGAAATATAGTGEAGG TTATCAGGRATACAGE TGRTGCATEE
»7E4/08 | B29ACAAGCGGTEEATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGGEAGG TTATCAGEGATACAGG TEGTGCATEG
»1040/07 | BM{ACAAGCEETEGATCATET TG T TTAAT TCEAAGATACACGEAAAAACC T TACCAGE TCT TGACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGATACAGE TEGTRCATEE
»120/08 | B3|ACAAGCGGETEEATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTGCAAAGC TATAGAAATATAGTGGAGGE TTATCAGGGATACAGG TEGTGCATEG
»B5/08| B34{ACAABCGETEGATCATETTGT TTAAT TCGAAGATACACGAAAAACC TTACCAGGTCTTEACATACTCTECAAAGCTATAGAAATATAGTGEAGE TTATCAGGGRATACAGGTGETGCATGE
»115/08 | BIBACAAGCAGTGEATCATATTGTTTAATTCGAAGATACACGARAAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCTGLAAAGC TATAGAAATATAGTOGAGG T TATCAGGGATACAGGTGGTGCATEE

B3 CANGCGETGGATCATGTTGTTTAATTCGAAGATACACGAAARACCTTACCARGTCTTGACATACTETGCAAAGCTATAGAAATATAGTGGAGGTTATCAGGGATACAGRTGGTGCATGE
B3A CARGCGETGGATCATGT TGTTTAATTCGAAGATACACGAAARACCTTACCARGTCTTGACATACTC TGCARAGCTATAGRAAATATAGTGGAGG TTATCAGGGRATACAGRTGGTGCATGE
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> 1062707 | GUE[TTGTCRTCAGCTCGTATOGTGAGATGTTAAGT TARGTCCCRCAACGAGCGEAACCCTTATCGETAGT TACCATCATTTAGT TGGGEACTT TAGTGAGACTGOCAATGATAART TRRAGGA
»B85/08 | 923TTGTCGTCAGCTCGTGTCOTRAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA
»1054/07 | 933 T TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG T TGGGTTAAGTCCCGLAACGAGCGEAACCCTTATCGCTAGT TACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTOGAGGA
»768/08| 93B|TTGTCGTCAGCTCGTGTCOTRAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA
»B29/08 | 937|TTGTCGTCAGCTCGTGTCOTRAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA
»1066/07 | 940/T TG TCGTCAGC TCGTGTCGTGAGATG T TEAGT TAAGTCOCGEAACGAGCGEAACCCTTATEGCTAGT TACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGAC TGCCAATGATAAATTRGAGGA
»E30/08 | 940|TTETCETCAGCTCE TG TCGTEAGA TG T TEGEGET TAAGTCCCECAACGAGCECAACCCTTATCGC TAGTTACCATCATTTAGT TEEECACTTTAGTGAGACTECCAATGATAAATTRGAGEA
»1520/09 | G4[TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGEGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCOTTATCGE TAGTTACCATCATTTAGT TRAGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGRATAAATTGGAGGA

»53/08| 34T TBTCETCAGCTCGTGTCG TRAGATG T TEGGTTAAG TCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCEC TAGTTACCATCATTTAGT TEBGECACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTGEAGGEA
»1041/07 | 94T TG TCETCABCTCG TR TCETEAGATG T TEGG T TAAG TCCCGCAACGAGCGLAACCCTTATCGCTAGT TACCATCATTTAGT TEGGCACTTTAGTGAGAC TECCAATEATAAAT TRGAGES
»1794/09 | 943 T TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG T TGGGTTAAGTCCCGLAACGAGCGEAACCCTTATCGCTAGT TACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTRGAGGA
»B77/07 | 44T TGTCGTCAGETCGTGTCOTRAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA
»1008/07 | 944{T TG TCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT GGG T TAAGTCCCGLAACGAGCGEAACCCTTATCGCTAGT TACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTOGAGGA

»54/08| G47TTGTCGTCAGC TCGTGTCGTGAGATGTTGOGTTAAGTCCCGEAACGAGCGCAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTAGTTGOGCACTTTAGTGAGACTOCCAATGATARATTGGEAGGEA
»E3108| 49T TGTCETCAGCTCGTGTCATEAGATGT TAGET TAAGTCCCECAACGAGCECAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTAGT TGGECACTTTAGTGAGACTGECAATGATAAAT TRGAGEA
»797/07 | 49T TG TCETCAGCTCE TG TCGTEAGA TG T TEGEGE T TAAGTCCCECAACGABCECAACCCTTATCGC TAGTTACCATCATTTAGT TEEECACTTTAGTGAGACTECCAATGATAAAT TREAGEA
»1083/07 | 950[T TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG T TGEG T TAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCOTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TRAGCACTTTAGTGAGACTGCCAATGRATAAATTGGAGGA
»764/08 | 949|T TG TCETCAGCTCE TG TCGTEAGA TG T TEGEG T TAAGTCCCECAACGAGCECAACCCTTATCGC TAGTTACCATCATTTAGT TEEECACTTTAGTGAGACTECCAATGATAAATTRGAGEA
»1040/07 | 954{T TG TCGTCABCTCGTGTCETGAGATG T TEGGTTAAG TCCCGCAACGAGCGLAACCCTTATCGCTAGT TACCATCATTTAGT TEGGCACTTTAGTGAGAC TECCAATEATAAAT TRGAGGS
»120/08 | 954|TTGTCGTCAGCTCGTGTCOTHAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA

»55/08| 954{TTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGOGTTAAGTCCCGEAACGAGCGCAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTAGTTGOGCACTTTAGTGAGACTOCCAATGATARATTGEAGGA
»115/08 | 956|TTGTCGTCAGETCGTGTCOTRAGATOT TGGGT TAAGTCCCGCAACGAGCECAACCCTTATCGETAGTTACCATCATTTAGT TGGGCACTTTAGTGAGACTGCCAATOATAAATTGGAGEA

9B T TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTECCGEAACGAGCGCAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTAGTTGGGEACTTTAGTGAGACTGCCAATGATAAATTGGAGGS
R TTRTCGTCAGCTCGTGTCRTRARATGTTGRGT TAAGRTCCCGCAACRAGCGLAACCCTTATCGCTAGTTACCATCATTTART TGRGCACT T TAGTRAGACTACCAATGATAAATTAGAGEA
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9B GG TGGGGATTACGTCARATCATCATGCCCC TTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGC TG TTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
1043A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1053A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGC TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1056/ GG TGGGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1057 GG TGGGGATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
10B0lA GG TEEGEGATTACGTCARATCATCATECCECTTATEACC THEGC TACAAACGTGATACAATGEC TG T TACAAAGAGTAGC TEAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAARAAACAGTCTC
1060 GG TGEGGEATTACGTCARATCATCATGECCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
1061 GG TGEGGEATTACG TCARATCATCATGECCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
1061 GG TGEGGEATTACG TCARATCATCATGECCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
1061 GG TGEGGEATTACG TCARATCATCATGECCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
10B3A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1064A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGC TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1064A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGC TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1067 GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
10BN GG TEEGGATTACGTCARATCATCATGCCECTTATGACC TGEGLTACAAACGTGATACAATGECTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAARAAACAGTCTC
10B9A GG TGGGGATTACG TCARATCATCATGCCCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
107 GG TGEGGEATTACG TCARATCATCATGCCCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGT TTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
10B9A GG TGGGGATTACG TCARATCATCATGCCCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
107 GG TGEGGEATTACG TCARATCATCATGECCCTTATGACC TGGGCTACAAACGTGATACAATGGCTGT TACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCARARARACAGTCTE
1074A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1074A GG TGGEGGEATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1076 GG TGGGGATTACG TCAAATCATCATGCCCC T TATGACC TGEGE TACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAAAACAGTCTE
1079 GG TGGGGATTACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC TGEGETACAAACGTGATACAATGRCTGTTACAAAGAGTAGC TGAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAAAMAACAGTCTE
107 GG TEGEGGATTACGTCARATCATCATGCCCC T TATGACC TGRGL TACAAACGTGATACAATGECTGTTACAAAGAGTAGC TRAAGCGTGAGTTTTTAGCAAATCTCAAARAAACAGTCTC
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TOAE[RGTTCEGATTGAAGTCTRCAACTCGACTTCATRAAGTCGOAATCRC TAGTAATOGCGAATCAGCATATCGTGGTGARTACATTCTCGGEGTT TG TACACACCGCCCGTCAARCCATGARR
11B3AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
1173fAG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETEGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
117BAGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
1177AGTTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
1180 G TTCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGOCCGTCARACCATRAAA
1180[AG T TCGGAT TRAAGTCTECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TCTCGGEGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
1181[AG T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TETCGREGT T TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
1181[AG T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
1181[AG T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TCTCGGEGT T TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
11B3fAG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
11B4{AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETEGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
11B4{AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETEGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
11B7{AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
1189AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCRCEAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGOCCGTCARACCATRAAA
118346 T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TCTCGBEGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
11904 G T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TCTCGREGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
118346 T TCGGAT TRAAGTC TECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAA TCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TCTCGREGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
119446 T TCGGAT TRAAGTCTECAACTCGACTTCATGAAGTCGRAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATRTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTT TG TACACACCGOCCGTCAAACCATRAAA
1194{AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
1194{AG T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
119B{AG T TCGGATTGAAGTC TGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGC TAGTAATCGCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TETCGGEGTTTGTACACACCGOCCGTCARACCATRAAA
119904 G T TCGGATTGAAGTCTGCAACTCGACTTCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TCTCGREGTTTGTACACACCGCCCGTCARACCATRAAA
T193[A G T TCGGATTGAAGTCTGCAAC TCGACTTCATGAAGTCGGAATCRC TAGTAATCRCRAATCAGCATGTCGTGETGAATACGT TCTCEGEGT T TG TACACACCGOCCGTCARACCATRAAR

= 1052/07

» B35/08
» 1054/07
» 768/08
» B29/08
» 1066/07
= B30/08
»1520/09
= 53/08

= 1041/07
» 1794/03
» 87707
» 1008/07
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»B31/08
= 797407
= 1053/07
= 7B4/08
= 1040/07
» 120/08
» 55/08

» 115/08
» 1458/03

L1320 1330 1340 1350 1360 1370 1350 1390 1400 1410 1420 1430
TIBE[G TTGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
128G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
129G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGEATGGEATCACE
129G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGEATGGEATCACE
129G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGETTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGEATGGEATCACE
100G T TGACARATACCCEAAACCAGTAGCCTAACTTGLAAAAGAGEGAACTATCTAAGETAGEGTTEATGAT TAGEGRTTAAGTCETAACAAGGTATCCCTACCGRAAGRTEGEGATEEATCACT
1300[G T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
TINfE T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
TINfE T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
TINfE T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGTAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
130G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAAC T TGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGETTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGEATGGEATCACE
134G T TGACAATACCCGRAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
134G T TGACAATACCCGRAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
130G T TGACAATACCCGRAAACCAGTAGCC TAAC T TGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGEATGGEATCACE
130G T TGACARATACCCGAAACCAGTAGCCTAACTTGLAAAAGAGGRGAACTGTCTAAGETAGGGTTGATGATTGEEGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGRTGGEEATGGATCACT
109G T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
1S T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
109G T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGCAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
TG T TGACAATACCCGARACCAGTAGCC TAACTTGTAAAAGAGGGAACTGTCTAAGGTAGGGTTGATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGGAAGGTGGGGATGGATCACT
134G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
134G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAACTTGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
13BE T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCC TAAC T TGLAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGRTAGGRG T TRATGATTGGEGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGEGEATGGEATCACE
139G T TGACAATACCCGAAACCAGTAGCCTAACTTGCAAAAGAGGGAAC TGTCTAAGGTAGGRGTTRATGATTGGGGTTAAGTCGTAACAAGGTATCCCTACCGRAAGGTGGEGGATGGEATCACE
TmﬂﬁTTGACAATAECEGAAACEAETAGCETAAETTGEAAAAGAGEGAAETGTCTAAGETAGGGTTEATGATTGGGGTTAAGTEGTAACAAEGTATCEETACEGEAAGGTGGEGATGGATEACE
+

se nadaljuje



nadaljevanje

Priloga D: Poravnava nukleotidnih zaporedij genomskega odseka 16S/23S rRNA pri
fitoplazmi PD.
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TCCTTTICTAAGGAARATATCATCTTICAGT TG TGAAAGAC T TAARRARARGT T TTTTATT T TTITAAGATARAAAT TAATAATGGCCGGEGCC TATAGCTCAGTTGGTTAGAGLACACGLLT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGAERCCTATAGCTCAGTTRGTTAGAGCACACGECT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARAAA -GTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGRCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGRCCGRERCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGECT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARARARAGTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGARCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAARATATCATCTTCAGT TR TGAAAGACTTAAARAAA -GTTTTTTATTTTTTAAGATARAAATTAATAATGRCCGRGRCCTATAGCTCAGTTOGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGAC T TAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGRGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT
TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TRAAAGACTTAAAAAA

TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TG TGAAAGACTTAAAAAAAAGTTTTTTATTTTTTAAGATAAAAATTAATAATGRCCGAGGCCTATAGCTCAGTTGGTTAGAGCACACGCCT

TCCTTTCTAAGGAAAATATCATCTTCAGT TRTGAAAGACT TAAARARAAGT TTTTTATTTTTTAAGA TARRAATTAATAATGECCGEGECCTATAGCTCAGT TRETTAGAGCACACGOLT
+
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e MM oL SR L AP e DS . B - DU L

GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCGATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCHATEGTTCGAGTCCATTTABGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCHATEGTTCGAGTCCATTTABGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCHATEGTTCGAGTCCATTTABGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCARATEGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCA
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCRATEGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCHATEGTTCGAGTCCATTTABGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCHATEGTTCGAGTCCATTTABGCCCACE -
GATAAGCG TGAGGTCARATEGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCA
GATAAGCG TGAGGTCARATEGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACCA
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -
GATAAGCGTGAGGTCHATGGTTCGAGTCCATTTAGGCCCACE -

GATAAGCGTGAGGTCGATGGTTCGAGTCCATTTAGGECCACE -

AAAATATTTATTTTAAAAARAR
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE
ARAATATTTATTT
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE
AnBATA
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGE
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE

AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTCTTTRAARAGT
AAAATATTTATTTTAAAARAAAGCTCTT

ARAATATTTATTITT

AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
AAAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTC
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE
ARAATATTTATTTTAAAAAAAAGCTE

ARAATATTTATTITTAAAAAAAAGETE

GATAAGCG TGAGGTCRATEG T TCGAGTCCATTTAGGCCCACCHAAAATATTITATT TTAAAAAAAAGCTCTTTGAAAAGT
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