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Summary

In the areas of tomato and pepper growth, Xanthomonas related bacteria cause high
economical losses every year. This thesis presents development of three separate LAMP
assays for portable rapid and sensitive detection of plant pathogenic bacteria X.
vesicatoria, X. gardneri and X. euvesicatoria that cause bacterial spot of tomato and
pepper. Based on bioinformatic analysis of available gene sequences was chosen one
gene efp for design primers for X. vesicatoria. The reaction was optimized by mixing
the components where MgSOs was in a gradient dilution. The LAMP method for
detection X. vesicatoria was transferred to a Smart-DART platform (Diagenetix, USA).
The atpD gene was selected to design primers for specific detection of X. gardneri.
Real-time LAMP and colorimetric LAMP were optimized. LAMP method was
optimized for X. euvesicatoria. It was based on the selection of a specific region within
the whole genome. The designed primers were tested at two different concentrations.
The reaction was specific at both concentrations. The difference was only at the
beginning of the threshold fluorescence overhang. To verify the functionality of the
LAMP method, the method was tested on DNA isolated directly from plants. The
LAMP for specific detection of X. euvesicatoria was detection limit of 0,128 pg/ul
DNA in the reaction.

Fusarium circinatum is the causal agent of pitch canker, a destructive disease, which is
an economically important disease of pines and other conifers in many parts of the
world including south North America, Central and South America, east Asia, South
Africa and also south-west Europe. It causes cankers from which a huge amount of resin
is extruded, especially at the early stage of colonization. Since F. circinatum is a
quarantine organism, subjected to provisional emergency measures, its report
immediately causes serious economic implications. For this reason, in this thesis is
developed a sequence-specific probe LAMP assay for F. circinatum using a field-
deployable portable Genie®Il (Optigene, UK) and Smart-DART® (Diagenetix, USA)
instrument. The assay is able to detect target DNA in pine tissue in a reasonably short
time and detection limit was as low as 0,05 pg pL™' of DNA. The molecular assay is,
therefore, able to detect the infection even before symptoms have fully developed. The
test was challenged with a very large set of strains collected in different regions of the



world and host plants, giving reliable results. The high efficiency of this method
suggests its use as a standard diagnostic tool during phytosanitary controls.
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1 Uvod

Metoda LAMP (z anglického nazvu "loop-mediated isothermal amplification"), jejiz
Ceské oznaceni je "izotermalni amplifikace zprostfedkovana smyckou", se fadi k nové
vyvinutym molekuldrné-biologickym metodam pro amplifikaci specifickych sekvenci
nukleovych kyselin (DNA nebo RNA). Metoda LAMP se jako rychla metoda pouziva
zejména pro detekci patogennich mikroorganismil. Tato metoda mtze byt také vhodnou
detek¢ni metodou v rozvojovych zemich, jelikoz nevyzaduje nédkladné vybaveni. Diky
komeréné dostupnym pienosnym platformam je mozné provadét monitorovani piimo
Vv terénu Je ekonomicky efektivni, a to i diky tomu, Ze pro vizualizaci neni potieba
elektroforetického zobrazeni. Dal$i vyhodou metody LAMP je jeji rychlost a tedy
moznost rychlé a pritom dostate¢né piesné analyzy. VEasna detekce je nezbytnou
soucasti pro eliminaci Sifeni patogennich mikroorganismii. Mezi nejvyznamnéjsi
patogenni organismy patii bakterie, houby a viry. Tyto Cinitelé jsou schopni pfii
vhodnych podminkdch zapfi¢init onemocnéni hostitele. ZavaznéjSimu rozvoji
onemocnéni by se mélo predchéazet, a to spravnou identifikaci patogenu a vcasnou
detekci napadenych rostlin nebo zvitat.

V disertaéni praci jsem se zabyvala vyuzitim metody LAMP pro detekci patogennich
mikroorganismii — bakterii rodu Xanthomonas a houby Fusarium circinatum.

Mezi vyznamné druhy zelenin, jejichZ produkce a péstitelské plochy neustale narustaji,
patii papriky a rajc¢ata. Velkoplo$né technologie péstovani a koncentrace ploch ale
pfindsi riziko Sifeni zejména bakteridlnich patogeni rodu Xanthomonas, ktery
zpiisobuje bakterialni skvrnitost. Je to ekonomicky vyznamné karanténni onemocnéni
vedouci az k znieni porosta.

Vieckovytrusna houba Fusarium circinatum (Gibberella circinata Nirenberg &
O’Donnell (teleomorfni stadium)) byla detekovana jiz v roce 1946 v USA. Nyni je
rozsifena celosvétové a to hlavné ve vlhkych a teplych oblastech. Zpiisobuje
onemocnéni pryskyfi¢na rakovina borovic. Zapticinuje padani semenacki ve skolkéach a
poSkozeni kmene a vétvi stromil v lesnich porostech. Identifikace onemocnéni u
semenackl je obtiznd. Je dilezit¢é mit vhodny detekéni nastroj, ktery onemocnéni

detekuje dfive, nez se objevi ptiznaky a dojde k rozsifeni patogenu.



Pro diagnostiku uvedenych fytopatogenti se pouzivaji metody sérologické (ELISA) a
molekularné biologické (PCR, LAMP). Tato disertacni prace je zaméfena na
optimalizaci molekularn¢ biologické metody LAMP pro detekci fytopatogent
(Xanthomonas ssp. a Fusarium circinatum).
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2 Literarni prehled
2.1 Bakterie rodu Xanthomonas

2.1.1 Popis

Klasifikace

Onemocnéni, které zptsobuji bakterie rodu Xanthomonas, bylo poprvé objeveno na
rajceti v Jihoafrické republice v roce 1914, pivodce onemocnéni pojmenoval Doidge
(1920) jako Bacterium vesicatorium. Toto onemocnéni bylo pozdé&ji identifikovano také
Vv Indii Gardenerem a Kendrickem. M¢li pfipravené pojmenovani Bacterium exitiosum,
ale ptiklonili se k nazvu, ktery navrhl Doidge. Tyto dva druhy se sice odliSovaly
v amylolytické aktivité, ale bylo k nim pfistupovano jako k jednomu putivodci
onemocnéni. Toto onemocnéni identifikovali jako bakterialni skvrnitost listd U rajcete a
take u papriky (Gardner a Kendrick, 1923). Higgins (1922) byl ale prvni, ktery tuto
chorobu zcela popsal. V néslednych revizich terminologie byla bakterie zatazena do
rodu Xanthomonas (Dowson, 1939) jako Xanthomonas vesicatoria a nakonec
piejmenovana na Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Dye, 1978).

Vauterin a kol. (1995) identifikovali tfi odlisné skupiny A, B a C, které byly
klasifikovany jako rasy X. campestris pv. vesicatoria nazakladé fenotypovych a
genotypovych testu.

Dlouhou dobu se xanthomonady patogenni pro rajée a papriku fadily do ctyt skupin.
Tyto skupiny byly rozliSeny na zéklad¢ amylolytickych a pektolytickych aktivit v pulzni
gelové elektroforéze, kde bakterie X. euvesicatoria a X. gardeneri vykazovaly negativni
aktivitu a X. vesicatoria a X. perforans byly pozitivni. Podrobné&jsi molekularné
biologické techniky umoznily klasifikaci samostatnych skupin A (X. euvesicatoria), B
(X. vesicatoria), C (X.perforans) a D (X.gardeneri) (Jones a kol., 2004).
X. euvesicatoria obsahuje vétSinu ras X. campestris pv. vesicatoria (skupina A).
Ptvodné Jones a kol. (2000) uvadéli, ze X. vesicatoria (skupina B) a X. gardneri
(skupina D) tvofily samostatné skupiny a druhy ze skupiny C byly povaZovany za

poddruh X. campestris pv. vesicatoria (skupina A). Skupina D byla dfive nazvana
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Pseudomonas gardneri (Sutic, 1957). Dye (1964) vsak prokazal jeji shodnost s rodem
Xanthomonas.

Vzhledem k tomu, ze xanthomonady skupiny A a B se vyskytuji po celém svété a jsou
patogenni pro rajcata i papriky, jsou nejvyznamnéj$imi skupinami téchto patogent.
Xanthomonady ze skupiny C byly objeveny v USA, Mexiku a Thajsku, a to pouze
na rajcatech. Pro papriky neni skupina C patogenni. Xanthomonady ze skupiny D byly
detekovany na rajcatech i paprikdch v Kostarice, zemich byvalé Jugoslavie, Kanadé¢,
Brazilii a oblastech Tichého oceanu (Jones a kol., 2005).

Na zéklad¢ fylogenetické analyzy a porovnani parcialnich genovych sekvenci gyrazy B
byly X. gardneri a X. cynarae (patogenni piedevsim pro arty¢ok) rozpoznany jako druh
uzce piibuzny X. hortorum (Parkinson a kol., 2007). Young a kol. (2008) navrhli na
zakladé genové podobnosti (dnaK, fyuA, gyrB a rpoD) nad 99% u MLSA sloudit
X.euvesicatoria a X. perforans v jednu skupinu. Poddruhy X. fuscans, X. citri
a X. axonopodis potvrzuji shodu na 98,34% a mély by byt pfifazeny ke stejnému druhu
jako X. perforans a X. euvesicatoria. X. axonopodis. X. gardneri a X. cynarae jsou tataz
skupina. Almeida a kol. (2010) a Timilsina a kol. (2015) navrhli rozliSovani druht
Xanthomonas pomoci Sesti gentl, a to fusA, gapA, gltA, gyrB, lacF a lepA.

Ackoli ¢tyfi druhy Xanthomonas infikuji stejného hostitele a zptisobuji velmi podobné
onemocnéni raj€at, jsou geneticky riznymi patogeny. Celogenomovéa srovnavaci
analyza poskytla ptehled o vyvoji téchto druht. Z této analyzy vyplynulo, ze X gardneri
a X. vesicatoria jsou vice piibuzné X. campestris pv. campestris nez X. campestris pv.
vesicatoria a X. perforans (Potnis a kol., 2011).

Porovnani vSech dostupnych sekvenci podporuje zavér, ze X. euvesicatoria a X.
perforans jsou jeden bakterialni druh. Barak a kol. (2016) ve své studii provedl
rozsahlou analyzu sekvenovanych genomt druhti X. perforans a X. euvesicatoria. Ve
studii byly porovnavany ¢asti sedmi gent (atpD, dnaK, efp, gInA, gyrB, lepA a rpoD) ze
vSech dostupnych genomi vSech druht. Polymorfismy se zde vyskytovaly velmi
vzacné. Vysledky srovnani nezavislych genll naznacuji, ze mezi druhy X. euvesicatoria
bylo chybné¢ interpretovano diky zkoumani a porovnavani pfili§ Sirokého vybéru kmeni.
Ze skaly bioinformatickych dat a jejich vlastni analyzy vyplyvd oznaceni vSech

zkoumanych druht (X. euvesicatoria, X. perforans, X. axonopodis pv. allii, X. alfalfa

12



subsp. citrumelonis, a X. dieffenbachiaesun) jako X. euvesicatoria. Vysledky
jednotlivych studii potvrzuji navrh Constantin a kol. (2016) na slouceni druht X.
perforans a X. euvesicatoria a rozdéleni do dvou pathovaru: X. euvesicatoria pv.
euvesicatoria a X. euvesicatoria pv. perforans. MLSA u gent (fusA, gapA, gltA, lacF a
lepA) ukazuje, ze existuje fylogeneticky nova populace X. euvesicatoria pv. perforans v
franu, ktera potfebuje dalsi analyzu (Osdaghi a kol., 2018). Nedavno byla provedena
studie na zakladé celogenomovych sekvenci, kde X. gardneri a X. cynarae byly spojeny
do jednoho druhu - X. cynarae a rozliSeny do patovard. X. cynarae pv. cynarae a X.
cynarae pv. gardneri (Timilsina a kol., 2019).

Xantomonady, které infikuji papriku a raj¢e jsou nyni dle dostupnych studii rozdéleny

na druhy X. euvesicatoria, X. vesicatoria a X. cynarae.

Rozsirent

Puvodci bakterialni skvrnitosti se midzou vyskytovat ve vSech klimatickych
podminkach, avSak nejvétsi Skody zplisobuji v subtropickych a tropickych oblastech
(Sahin a Miller, 1996; Jones a kol., 1986). V mirném pasmu se muzeme setkat jen
s nékterymi patovary napt. X. campestris, X. vesicatoria, X. axonopodis (Kudela a kol.,
2002).

Plivodci bakteridlni skvrnitosti jsou rozsiteni V ndsledujicich oblastech:

Severni Amerika: Bermudy, Mexiko, Kanada a USA

Stiedni a Jizni Amerika: Americké Panenské ostrovy, Argentina, Barbados, Brazilie,
Chile, Dominikansk4d republika, Guadeloupe, Guatemala, Honduras, Jamajka,
Kolumbie, Kostarika, Kuba, Martinik, Nikaragua, Salvador, Paraguay, Portoriko,
Surinam, Svaty KryStof a Nevis, Svaty Vincenc a Grenadiny, Trinidad, Tobago,
Uruguay a Venezuela

Australie a Oceénie: Fidzi, Mikronésie, Novy Jizni Wales, Novy Zéland, Palau
Queensland, Tasméanie, Tonga, Victoria a Zapadni Australie

Evropa: casty vyskyt vJugoslavii, Madarsku, Italii (vcéetné Sardinie a Sicilie),
Rumunsku, Rusku, Recku. Vyskyt byl zaznamenin v Bélorusku, Bulharsku,
Ceské republice, Polsku, Rakousku, Slovensku, Slovinsku, Spanélsku a gvycarsku

(nepotvrzeno).
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Asie: Cina, Filipiny, Indie, Izrael, Japonsko, Jizni Korea, Pékistan, Rusko, Severni
Korea, Tchaj-wan, Thajsko a Turecko

Afrika: Egypt, Etiopie, JAR, Kena, Malawi, Maroko, Mozambik, Niger, Nigérie,
Réunion, Senegal, Seychely, Sudan, Togo, Tunisko, Zambie a Zimbabwe.

(OEPP/EPPO, 2019)

Hostitelske druhy

Paprika (Capsium spp.) a rajce (Lycopersicum spp.) mezi nejvyznamnéjsi hostitelské
druhy bakterii Xanthomonas vesicatoria (ex Doidge 1920) Vauterin a kol.
1995, Xanthomonas euvesicatoria (Jones a kol. 2004), Xanthomonas perforans Jones a
kol. 2004 a Xanthomonas gardneri (ex Sutic, 1957). Tyto bakterie ale mohou napadat i
dalsi hostitelské druhy rostlin. Jsou to naptiklad: mochyné (Physalis spp.), durman
(Datura spp.), kustovnice (Lycium spp.), blin (Hyoscyamus spp.), tabak selsky
(Nicotiana rustica) a rostliny rodu Solanum. Vyznamt napadeni u téchto rostlin neni tak

dulezity, jako u raj¢ete a papriky (Hayward a Waterston, 1964).

Morfologie

Buniky jsou ty€inkovité s jednim polarnim bic¢ikem, maji oblé¢ zakonceni a vyskytuji se
jednotlivé nebo v paru. Jejich ptiblizna velikost je 0,6 x 1,0-1,5 um. Xanthomonady
produkuji kyseliny ze sacharidl, neredukuji dusi¢nany a jsou katalyticky pozitivni
(Jackson, 2009). Xanthomonady jsou nesporulujici, obligatné aerobni, gramnegativni
bakterie. Na masopeptonovém agaru s glukosou vytvaii zluté mukoidni hladké kolonie.
Zbarveni je zplusobeno Zlutymi pigmenty zvanymi xanthomonadiny a
exopolysacharidem xanthanem. Netvoii poly-B-hydroxybutyratové inkluze (Kidela a
kol., 2002). Na jinych médiich napt: CKTM (Sijam a kol., 1992), mTMB (McGuire a
kol., 1986) a YGCA se kolonie lisi v jasu Zlutého zbarveni a v rozmezi mezi 3-7 dny se

kolem kolonii objevuje tzv. halo (Scortichini a kol., 2013).

Symptomy onemocnéni
Pfiznakem onemocnéni rostlin rajcat a paprik jsou vodnaté 1éze, skvrny, chlorozy
anekrozy, které jsou viditelné hlavné na listech, stoncich a plodech. Mnoho znakt

onemocnéni je podobnych u obou plodin. Vzhledem k tomu, Ze nejvice zjevné priznaky
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se vyskytuji na listech, nemoc je Casto oznacovana jako "bakterialni skvrnitost".
Symptomy zacinaji jako malé, zluté, az zelené 1éze na mladych listech, které se zdaji
vétSinou deformované a zkroucené. U starSich listd se objevuji tmavé, vodou nasaklé
l1éze. Ty se rozvijeji do velikosti 0,25-0,5 cm a postupné hnédnou. Pfiznaky na listech
jsou podobné houbovym onemocnénim nebo piiznakim poskozeni pesticidy nebo
jinymi chemickymi prostfedky. Od houbového onemocnéni se li§i matnym vzhledem.
Léze se Castéji vyskytuji ve vlhkych €astech listu (Spicka) a nasledné se 1 zvétSuji. Za
sucha listy nekrotizuji, vysychaji a nasledné se rozpadaji (Obr. 1).U plodid onemocnéni
zaCina svétle zelenymi, vodou nasaklymi lézemi, které nakonec hnédnou a jejich

velikost je do 0,5 cm (Obr. 2) (Swings a Civerolo, 1993).

Obrazek 1: Symptomy bakterialni skvrnitosti na listech rajcete infikovanych bakteriemi

rodu Xanthomonas

P

http://www.missouribotanicalgarden.org/Portals/0/Gardening/Gardening%20Help/images/Pests/
Septoria_Leaf Spot_of Tomato186.jpg
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Obrazek 2: Symptomy bakterialni skvrnitosti na plodu rajcete zptuisobené bakteriemi
rodu Xanthomonas

https://www.extension.umn.edu/garden/fruit-vegetable/plant-diseases/bacterial-spot-

tomatopepper/img/bacterial-spot-fruit-2-800.jpg

Biologie

Xanthomonady jsou fytopatogeny a nachazeji se pouze ve spojeni s rostlinami nebo
rostlinnym materidlem (Kutdela a kol., 2002). Patogen vstupuje do rostlinné tkané
prostiednictvim priduchii a hydatod nebo odérkami zplsobenymi vétrem, hmyzimi
vpichy nebo mechanickymi prostiedky (Jones, 1991).

Xanthomonady zpusobujici bakteridlni skvrnitost u rajéat piezivaji predevSim
na semenech, rostlinnych zbytcich a v rhizosféfe jinych nehostitelskych rostlin —
pSenice a soji (Bashan a kol., 1982a). Patogen je pfenasen z infikovanych rostlin na
0sivo, kde je schopen prezivat az 10 let (Bashan a kol.,1982b). Patogen muze epifytné
prezivat na povrchu listd, kdyz mé ptiznivé podminky. Xanthomonady byly detekovany
i v aerosolech nad poli, kde se vyskytovaly jejich hostitelské rostliny. Z této skutecnosti
se soudi, Zze xanthomonddy jsou ptenaSeny vzduchem (Mclnnes a kol., 1988).

V suchych obdobich je Sifeni patogenu omezeno. Toto Sifeni patogenu se vyrazné
zvySuje, kdyZz se profedovani porostu provadi za vlhkého pocasi. Je doporuceno
dodrzovat hygienické zasady (Pohronezny a kol., 1990). Sifeni onemocnéni je
podporovano vysokymi teplotami, které se pohybuji mezi 30 - 35°C (Bashan a kol.,
1982a).
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Ochrana

Xanthomonady zpusobujici bakterialni skvrnitost maji neptiznivy vliv na produkci
rajCat apaprik. Onemocnéni se rozSifuje rychle a jeho kontrola je slozita.
Vuci streptomycinu si rychle vytvaii rezistenci (Stall a Thayer, 1962). Doporucuje se
pouzivat certifikované osivo. Na trhu jsou dostupné i rezistentni odriidy. Rostliny jsou
bézné oSetfovany pripravky s obsahem médi (Dougherty, 1979). Zavaznost choroby je
redukovéana pouzitim bakteridlnich fagh (bakteriofagli), ato hlavné ve sklenicich.
Pouziti bakteriofagh je 0CinngjSi nez médnaté piipravky. Studie potvrzuji snizeni
onemocnéni s pouzitim bakteriofagli o 17% a u ptipravkl na bazi médi o 11% (Flaherty,
2000). Nevyhodou bakteriofagii je, Ze jejich u¢innost je eliminovana deStém
a slune¢nim zatfenim. Aplikace se musi provadét brzy rano pted svitanim (Balogh a kol.,
2009).

X. vesicatoria a X. euvesicatoria (X. perforans) i X. gardneri jsou podle legislativy CR
I EU fazeny ke karanténnim organismiim (EPPO/CABI, 2017).
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2.1.2 Detekce molekularnimi metodami

Bakterie rodu Xanthomonas jsou snadno izolovany z infikované tkané na zivném agaru.
Charakterizuji je Zluté, mukoidni a konvexni kolonie (Doidge, 1920). Zluta barva je
zpusobena piitomnosti xanthomonadinii, ve vod¢ nerozpustnych pigmentd, které jsou
pritomné ve vnéj$i membrané (Stephens a Starr, 1963).

Pii reklasifikaci druhtt Xanthomonas se vyuzivaly rtizné techniky, napf. stanoveni
amylolytické a pektolytické aktivity pomoci SDS-PAGE, ¢i rtizné sérologické metody
napi. ELISA (Bouzar a kol., 1994). Vroce 1997 Kuflu a Cuppels vyvinuli
diagnostickou sondu DNA, ktera se dala pouzit k urCeni X. euvesicatoria a X.
vesicatoria. Na rozliSeni ¢tyt druhti patogennich xanthomonad vyvinuli Cuppels a kol.
sady PCR primert az v roce 2006.

Vroce 2000 byly porovnany vysledky AFLP analyzy s analyzou DNA-DNA
hybridizace zahrnujici 80 kment Xanthomonas. V tomto piipadé poskytla analyza
pomoci AFLP srovnatelné fylogenetické vysledky jako DNA-DNA hybridizace
(Rademaker a kol., 2000). Pozd¢ji byly navrzeny c¢tyii pary druhové specifickych PCR
primer, zalozené na vysledcich pfedchozich analyz AFLP. Pomoci téchto
oligonukleotidovych primerti byly schopné pfesn¢ detekovat vSechny testované kmeny
(Koenraadt a kol., 2007). Jelikoz byl pocet testovanych druhd X. perforans a X.
gardneri omezeny, Araujo a kol. (2012) otestovali tyto primery na vice kmenech
metodou multiplex PCR, kterou lze soucasné detekovat vSechny ¢tyfi druhy.

Mezi dalsi detekéni nastroje patii i sekvenovani, pomoci jehoz vysledku 1ze porovnavat
genomy bakterii, a tim 1 rozliSovat patogenni bakterie. Potnis a kol. (2011) pro svou
analyzu vyuzili 454 pyrosekvenovani.

Mnoho diagnostickych PCR metod bylo zaloZzenych na analyze oblasti genu. Geny
hrpB a rhsA byly pouzity pro specificky navrh primerd pro detekci X. euvesicatoria
(Obradovic a kol., 2004; Park a kol., 2009). Na zaklad¢ kratkych genovych sekvenci
byla navrzena pro detekci X. euvesicatoria také sada primerti Xeu2.4 a Xeu2.5 (Moretti
a kol., 2009). Gen atpD byl pouzit pro optimalizaci specifické PCR pro detekci
X.vesicatoria (Beran a Mraz, 2013). Leite a kol. (1994) byli prvni, kdo vyuzil analyzu
gend hrp k detekci 28 riznych pathovart X. campestris (Bogdanove a kol., 1996; Noél a

kol., 2002). Strayer a kol. (2014) pouzil analyzu hrpB2 k vyvoji multiplex kvantitativni
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PCR pro odhaleni vSech ctyf bakterialnich patogenti soucasné. Tato analyza byla
povazovana za velké zlepSeni oproti ostatnim detekénim technikdm vyuzivajici gelovou
separaci, protoze Setii ¢as a material pii zpracovani mnoha vzorkid. V roce 2016
vyvinuli pro identifikaci analyzu pomoci multiplex real-time TagMan PCR. Na zakladé
sekvence hrpB7 genu byly navrzeny ¢tyti druhové specifické sondy a dvé sady primert.
Jelikoz byl optimalizovany multiplex PCR vysoce specificky a usnadiioval identifikaci
kazdého bakterialniho patogenu zpusobujici skvrnitost z Cisté kultury a infikované

rostlinné buriky, ma velky potencial jako diagnosticky nastroj (Strayer a kol., 2016).
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2.2 Houba Fusarium circinatum

2.2.1 Popis

Klasifikace

Fusarium circinatum Nirenberg a O’Donnell (teleomorfa = Gibberella circinata) byla
prvné popsana v roce 1946 (Hepting a Roth). Od té doby probéhlo n¢kolik reklasifikaci.
(Snyder a kol., 1949; Dwinell a Phels, 1977; Kuhlman a kol., 1978). 15 let se fadila do
druhu Fusarium subglutinans (Nelson a kol., 1983). Poté byla pojmenovana jako F.

circinatum (Nirenberg a O 'Donnell, 1998).

Morfologie

V kultufe a béhem zivotniho cyklu v hostiteli patogen vytvaii makro- a mikrokonidie.
Nejcastéji se ke kultivaci pouziva médium PDA (potato dextrose agar), kde F.
circinatum roste pii 22 °C + 6 °C primémé 4,7 mm/den pii 20 °C) (Nirenberg a
O'Donnell, 1998). Kolonie tvoii bil¢ vzdusné mycelium nékdy i s lososové zbarvenym
nadechem uprostied nebo s purpurovym az tmavé fialovym nebo zlutym pigmentem
(Obr. 4). Nekteré druhy tvoii sterilni hyfy pouze za tmavych podminek (Aoki a kol.,
2001).

Obrazek 4: Kolonie F. circinatum na PDA médiu
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Rozsireni

Prvni zaznamy vyskytu této houby jsou z roku 1945 v Severni Karoliné a Virginii
v USA (Hepting a Roth, 1946). Odtud se hojné rozsitila po celé stiedni Americe
(Hepting a Roth, 1953). Vyskyt byl zaznamenan také v severni a jizni Americe
(Wingfield a kol., 2002; Alonso a Bettucci, 2009; Steenkamp a kol.; 2012; Pfenning a
kol., 2014), jizni Africe (Viljoen a kol., 1994) vychodni Asii (Kobayashi a kol., 1989;
Lee a kol., 2000) a zapadni Evropé. Na tzemi Evropské unic je potvrzen vyskyt
ve Spanélsku (Landeras a kol., 2005) a Portugalsku (Braganca a kol., 2009), avsak
v Italii a Francii byla houba eradikovana (Carlucci a kol., 2007) (Obr. 3).

Obrazek 3: Rozsifeni houby F. circinatum

EPPO (2019)

Hostitelské druhy

Giberella circinata (teleomorfni stadium) neboli Fusarium circinatum (anamorfni
stadium) zpusobuje onemocnéni ,,pine pitch canker®. Toto onemocnéni postihuje témet
vyhradné Pinus spp. (borovice), ale bylo také popsano na Pseudotsuga menziesii
(douglaska tisolista) (Storer a kol., 1994; Gordon a kol., 1996). Toto onemocnéni bylo
v Ceské republice pojmenovano pryskyiiéna rakovina borovice (Sliacky a Kapitola,
2007).

21



Symptomy onemocnéni

Symptomy u dospélych stromt jsou v podobé velkych pryskyficnych ran, nejéastéji
umisténych na kmeni ¢i sekundarnim vétveni, obvykle od 2,5 metrti. Po odloupnuti ktiry
kmene je mozné pozorovat pletivo prosaklé pryskyfici, které je medoveé-hnéd¢ az tmave
hnéd¢ zbarveno (tzv. smoleni) (Obr. 5). Jehlice méni barvu do rezava a nasledné
opadavaji. Pro napadené stromy je typické, Zze prosychaji a maji deformované vétve.
(Steenkamp a kol., 2012).

Symptomy u semenackti maji urcita specifika oproti symptomim zptisobenymi jinymi
faktory. Pfiznaky onemocnéni jsou pozorovatelné i na kofenovém systému, kdy uhniva
kotenovy kréek. Semenacky vykazuji také zndmky chloréz, padéni semendck,
zarudnuti jehlic a dal§i znamky chfadnuti asimila¢niho aparatu. Nejvice jsou ohroZeny

mladé stromky v lesnich Skolkach (Pérez-Sierra a kol., 2007; Donnelly a kol., 2016).

Obrazek 5: Symptomy onemocnéni zptsobené houbou F. ciricinatum

EU template Fusarium field guide (2017)
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Biologie

Zdrojem infekce jsou makrokonidie a mikrokonidie pfenasené Clovékem, vétrem nebo
hmyzem, vodou i puadnim substratem. NejvyznamnéjSim rizikem jsou ¢innosti
zpusobené Cloveékem (transport saznic mezi Skolkami nebo ze Skolek do lesa).
Typickym lokalnim pfenasecem konidii je hmyz z rodu Pityopthorus a Conophotorus.
Tento hmyz se bézn¢ rozmnoZzuje 1 na napadenych vétvich a noveé vylihnuti dospélci
dale tento patogen pienaseji (EPPO, 2005). Pro vstup patogenu napomaha poranéni
zpusobené hmyzem (Donnelly a kol., 2016).

Vyskyt houby je vdzan na oblasti s vys$i vzdusnou vlhkosti a s relativné vysokymi
teplotami. V oblastech mirného klimatu muze patogen piezivat vice nez jeden rok v

napadeném dievé nebo v pude¢ az Sest mésicu.

Ochrana

Ochrana proti rozsitovani houbového patogenu F. circinatum je zaméfena na pouzivani
méné nachylného sadebniho materialu a prevenci, tzn. zabranéni Sifeni této houby ze
zamotrenych uzemi. Chemickd eliminace onemocnéni neni moznd. Nejucingjsi je
promyvani horkou vodou. Déale mizeme aplikovat fungicidy, peroxid vodiku nebo paru.
V lesnich S§kolkach se doporucuje dodrzovat fytosanitarni opatfeni (desinfekce
kontejnerti, mechaniza¢nich pomiicek a obuvi). V Chile se v Skolkdch pouziva zptsob
biologické ochrany rostlin. Do plidy nebo piimo do kotenti se o¢kuji houby zelenatky
(Trichoderma spp.) (Moraga-Suazo a kol., 2011)

V Ceské republice predstavuje F. circinatum nebezpeéi predevsim v lesnich $kolkach
pro Pinus sylvestris, ale také pro Picea abies a Larix decidua (Martin-Garcia a kol.,
2018). Kontrola v CR spada pod Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zemé&dglsky.
Evropska organizace pro ochranu rostlin (EPPO) tadi F. circinatum do kategorie A2 a

doporucuje nakladani s touto houbou stejné jako s karanténnimi organismy.
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2.2.2 Detekce molekularnimi metodami
F. circinatum byla poprvé detekovana primery EF1 a EF1 pro gen transla¢niho

elonga¢niho faktoru 1-alfa (EF-lalfa) a naslednym sekvenovanim. Tato detekce je
vhodna k identifikaci PCR produktii extrahovanych pouze z ¢isté houbové kultury
(O'Donnell a kol., 1998). Dalsi specifika detekce druhu F. circinatum primerovym
parem CIRCI1A a CIRC4A, ktery amplifikuje fragment DNA o velikosti 360 bp v IGS
rDNA (intergenové spacerové oblasti) je vyuzitelna i u DNA extrahované z rostlin a
semen pii citlivosti 10 pg uL~!. Kvantifikace byla provedena metodou real-time PCR.
(Schweigkofler a kol., 2004). Pro gen EF-1alfa byla optimalizovana metoda multiplex
PCR. Diagnosticky test byl schopen detekovat spory F. circinatum v minimalni
koncentraci 105 spor/g ptudy a 106 spor/g zalévaci smési (Ramsfield a kol., 2008).
Relativné pfesnd, specificka a citlivd PCR v realném c¢ase byla porovnana s klasickym
PCR testem na 420 semennych DNA extraktech. Zde popsanda PCR se ukazala jako
vysoce specificka a podstatné vice citliva nez konvenéni PCR a umoznila detekci F.
circinatum ve vzorcich uméle kontaminovanych méné nez 1/1 000 infikovanych semen,
stejn€ jako v ptirozené¢ infikovanych vzorcich. Primery a TagMan sonda cili na vysoce
konzervativni region v ramci 18S ribozomalni DNA v rostlindch nebo houbach. Tato
metoda je velmi citliva a to az do 0.4 fg pul~* (loos a kol., 2009).

Dalsim zptsobem detekce je pouziti univerzalnich primert pro ITS s néslednou
sekvenaci. BohuZel neni dostatecné polymorfni pro nékolik blizce ptibuznych druht.
Naptiklad u druhtt Fusarium fujikuroi maji navic neortologické kopie oblasti ITS2, coz
muze vést k nespravnym fylogenetickym zavérim (O'Donnell a Cigelnik, 1997).
Doporucuje se, aby pozitivni vysledky ze vSech testi PCR byly ovéfeny sekvenéni
analyzou (White a kol., 1990).

Diky mezinarodni spolupréci bylo provedeno testovani deviti molekularnich protokola
pro detekci 71 reprezentativnich kmenti F. circinatum a ptibuznych druhi Fusarium s
cilem posoudit pienositelnost a vykonnost téchto testl. Vzhledem k tomu, ze zii¢astnéné
laboratote pouzivali vlastni pfistrojova vybaveni, tato studie prokazala, ze diagnostické
protokoly pro F. circinatum nejsou snadno pfenositelné na kone¢ného uzivatele (loos a
kol., 2019).
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2.3 Diagnostické molekularni metody
Sekvenovani

Tato metoda slouzi ke stanoveni pofadi (sekvence) nukleotidi v molekule DNA
(primarni struktury). Sekvenovani DNA je zalozeno na piipravé, separaci a detekci
fragmentd DNA, jejichz velikost se 1isi o 1 nukleotid. Zakladni metodou je Sangerovo
sekvenovani vyuzivajici modifikovanou PCR k syntéze kopii DNA, do nichz jsou
zaClenovany kromé deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP) i dideoxynukleosidtrifosfaty
(ddNTP), které postradaji hydroxylovou skupinu na 3’konci, na kterou by se mohl
navazat dal$i nukleotid v nové vznikajicim fetézci. Tyto ddNTP tedy slouzi jako
terminatory syntézy. Samotnd syntéza DNA pomoci PCR se provadi oddélené ve
¢tyfech vzorcich, pficemz kazdy z nich obsahuje jiny dideoxynukleosidtrifosfat (A, T,
G, nebo C).

V poslednich letech vznikla fada metod oznaCovanych jako ,next generation
sequencing“ neboli sekvenovani nové generace. Tyto metody umoznuji piedev§im
rychlou a cenové pfiznivou produkci velkého mnozstvi osekvenovanych vzorkl
najednou. Next generation sequencing vyuziva principu paralelizace procesu
sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisic az milioni sekvenci soucasné.
Vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat. Ztézejnim krokem je tfidéni
anylyzovani vystupnich dat. Nejcastéji pouzivanymi platformami sekvenovani nové
generace jsou: 454 (Roche), Solexa (lllumina), Solid (Applied Biosystems), lont
Torrent (Life Technologies), PacBio (Pacific Biosciences), Oxford Nanopore (Stein,
2008; Tucker a kol., 2009).

2.4 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Izotermicka amplifikace zprostiedkovana smyckami (Loop-mediated isothermal
amplification; LAMP) je vysoce specifickd a ucinna amplifikacni metoda, ktera
amplifikuje DNA za izotermickych podminek (Notomi a kol., 2000; Nagamine a kol.,
2002). Ve srovnani s PCR a real-time PCR ma LAMP vyssi uc¢innost amplifikace, ktera
je pfisuzovana tomu, Ze neni nutné volit sloZité teplotni podminky (Nagamine a kol.,
2001).

Obrovska vyhoda LAMP je i v uspore ¢asu. DNA se amplifikuje 10° - 10'%x za 15 — 60

minut, coz mize ve srovnani s PCR uSetfit i 1 hodinu (Nzelu a kol., 2016). Bylo
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zjisténo, ze metoda LAMP je 10-100x citlivéjsi nez PCR, proto lze testovani pomoci
metody LAMP pouzit k detekci patogenti v ¢asném stadiu infekce jesté pied viditelnym
projevem ptiznaku (Li a kol., 2017).

LAMP reakce také poskytuje velké mnozstvi vedlejsiho produktu, jimz je pyrofosfatovy
iont, coz vede k bilé srazeniné¢ pyrofosforecnanu hofec¢natého v reakéni smési.
Vzhledem k tomu, ze mnozstvi srazeniny v reakéni smési koreluje s mnozstvim
syntetizované DNA, muze byt monitorovani LAMP reakce v realném Case dosazeno
méienim zékalu v redlném case (Mori a kol., 2001).

LAMP metodu vyvinuli Notomi a kol. v roce 2000. Pro urychleni reakce vyvinuli
Nagamine a kol. vroce 2002 smyckové primery, které hybridizuji s kmenovymi
smyckami. Zjistili, Ze by se tim mohla snizit reakéni doba metody na polovinu. Nyni je
LAMP jiz Siroce pouzivana v oblasti pfirodnich veéd, zejména na detekci
mikroorganismu, diagnostiku infekénich nemoci a identifikaci pohlavi embryi (Fang a
kol., 2008).

2.4.1 Princip LAMP

Metoda LAMP je charakteristicka pouzitim Sesti riznych primeri, které jsou specificky
urcené k rozpoznani osmi odliSnych oblasti na cilovém genu. Amplifikace a detekce
genu muze byt dokoncena v jediném kroku inkubace reakéni smési pii konstantni
teploté cca 60- 65°C (Notomi a kol., 2000).

V reak¢ni smési je mimo templatovou DNA a primery také velmi dileZzita termostabilni
DNA polymeraza (Fang a kol., 2008). PouZivaji se enzymy s dislokdzovou aktivitou,
které maji 5'-3’endonukledzovou aktivitu. Témto kritériim vyhovuje Bst polymerdza
izolovana z bakterie Bacillus stearothermophilus, Bsm polymeraza izolovana z bakterie
Bacillus smithii (Nagamine a kol., 2001; Wozniakowski a kol, 2012) a Gsp polymeraza
z Geobacillus stearothermophilus (Hawwa a kol., 2009). Mezi dalsi komponenty patii
dNTP, jako zdroj potiebnych nukleotidil. Dale se do reakéni smési ptidavaji ionty Mg?*,
pomoci nichZ lze reakci optimalizovat. Na stabilizaci poméru AT a GC bazi lze do
reak¢niho mixu pfidat aminovou stl, napi. betain (Dhama a kol., 2014).

LAMP amplifikaci lze rozd€lit na 2 casti. Na ptipravu vychoziho materidlu a na
cyklickou amplifikaci (Notomi a kol., 2000). V prvni ¢asti se vnitini primer FIP (oblast

F2) hybridizuje k oblasti F2¢, nachazejici se na templatovém fetézci DNA. Tento proces
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zahajuje syntézu fetézce a vytvaii se fetézec, ktery je komplementéarni k templatu. Poté
primer F3 naseda na oblast F3c templatu. S pomoci dislokdzové aktivity termostabilni
DNA polymerazy se zahdji feté¢zova substitucni reakce, ¢imz vznika vazba primeru FIP
a nov¢ vzniklého fetézce. Tato struktura mize na jednom konci vytvorit smyckovou
strukturu. Syntetizuje se dvojietézcova DNA pomoci primeru F3 a templatového fetézce
DNA. Vzhledem k tomu, Ze na 5’konci fetézce existuji komplementarni oblasti F1c a
F1 po nasednuti BIP a B3 probihd ekvivalentni proces a vznikne dalsi struktura
kmenové smycky na druhém konci DNA. Celkov¢ tato struktura slouzi jako vychozi

material pro cyklickou amplifikaci (Obr. 6).

Obrazek. 6: Necyklicka faze LAMP
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(1) Nasednuti termostabilni DNA polymerazy, (2) prostiednictvim dislokdzové aktivity DNA
polymerazy se syntetizuje retézec DNA komplementarni k templatové DNA, zacinajici od 3’
konce oblasti F2, (3) nasednuti F3 primeru, (4) dvojvldkno tvorené ze syntetizované DNA a
templatu, (5) uvoliuje se vytésneny retézec, ze kterého vznika na 5 konci kmenova smycka, (6)
jednovladnova DNA z kroku 5 slouzi jako templat pro syntézu iniciovanou BIP primerem, (7)

vznika dvouvldknova struktura, (8) vznik kmenovych smycek na obou koncich.
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V druhé ¢asti probihd cyklickd amplifikace (Obr. 7). Struktura vznikla v prvni fazi je
rychle pfevedena do kmenové smycky pomoci syntézy DNA. Poté¢ FIP hybridizuje se
smyckou DNA, ¢imz disociuje dvouretézcovou DNA na jednofetézcovou, ktera rychle
vytvoii strukturu kmenové smycky na 3 'konci diky komplementarnim Blc a Bl

oblastem.

Obrazek. 7: Cyklicka faze LAMP
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http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/img/principle_13.jpg
(9) Syntéza DNA od 3 'konce Bl a uvolnéni vidkna spojené s FIP, tato uvolnénd struktura miize
,,obtocit™ strukturu vytvorenou v kroku 8, vznika tak struktura (10), (11) syntéza DNA od

3’konce B1 a uvolnéni viakna

Poté je od 3'konce oblasti Bl iniciovana syntéza DNA a uvoliluje se FIP spojeny
s vlaknem. Pozdg&ji se, diky komplementarité oblasti F1 - Flc a Blc - B1, na obou
koncich, tyto oblasti spoji. Stejnym zplisobem B2 se spoji se smyckovou oblasti B2c,
¢imz se vytvoii nova sekvence DNA. Produkt pak slouzi jako templat, na ktery naseda
BIP primer a syntetizuje nové vlakno a nasleduje cyklicka amplifikace az do ukonceni

reakce. Vysledkem tohoto procesu jsou rGzné struktury sestavajici ze stiidave
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obracenych opakovani cilové sekvence na tentyz vlaknu (Fang a kol., 2008; Li a kol,
2017; Nagamine a kol., 2001).

2.4.2 LAMP primery

Stézejnim krokem LAMP reakce je navrh vysoce citlivé a specifické sady LAMP
primerd. Pro navrh je bézné pouzivaji programy Primer- Explorer V4/V5, dostupny na
internetové strance https://primerexplorer.jp/e/ nebo LAMP Designer (Optigene, UK;
Primer- Explorer, CLR).

Sada primert pro amplifikaci LAMP zahrnuje minimalné ¢tyfi primery, a to vnéjsi
predni primer (Forward outer primer; F3), vnéjsi zadni (Backward outer primer; B3),
vnitini pfedni (Forward inner primer; FIP) a vnitini zadni (Backward inner primer;
BIP). Pro urychleni reakce jsou navrzeny dva smyckové primery, a to zadni smyckovy
primer (Backward loop primer; Loop B) a ptedni smyckovy primer (Forward loop
primer; Loop F). Tyto primery odpovidajici sekvenci 6 riznych oblasti cilového genu.
Na 3’konci to jsou oblasti F3c, F2c, F1c a na 5konci oblasti B1, B2, B3.

FIP je slozeny ze sekvence F2 na 3’konci, ktera je komplementarni k oblasti F2c, a F1c
na 5’konci. F3 je komplementarni k oblasti F3c. BIP je slozeny ze sekvence B2 na
3’konci, ktera je komplementarni koblasti B2c, a Blc na S5'konci. B3 je
komplementarni k oblasti B3c. FLP je navrzen s pouzitim komplementarniho vlakna
odpovidajiciho oblasti mezi F1 a F2. BLP je navrzen pomoci Sekvence
komplementarniho vldkna oblasti mezi B1 a B2. Vné&jsi primery F3 a B3 maji roli v
presunu vlaken b&hem necyklického kroku. FIP a BIP maji sense, tak antisense
sekvenci tak, aby napomahaly pfi vytvafeni smycky. LF a LB jsou navrZeny tak, aby
zrychlily amplifikacni reakci vazbou na dal$i mista, kterd nejsou piistupnd vnitinimi

primery.
2.4.3 Navrh primeri
Mezi podstatné faktory, které pii ndvrhu primertt musime dodrZovat, patii obsah GC

bazi a teplota tani. Dale je dillezité, aby konce primert byly stabilni a nevznikaly

sekundarni struktury. Pokud je sekvence DNA bohata na GC baze, v primeru by mélo
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byt cca 40 - 50% GC bazi. Naopak je — li sekvence bohata na AT baze, tak by obsah GC
v primeru mél byt cca 50 - 60%.

3’konec primeru by nemél obsahovat mnoho AT bazi ¢i byt komplementarni k jinym
primerum. Je to dulezité, zejména u vnitinich primerta, aby se netvofily sekundarni
struktury. Konec primert slouzi jako vychozi bod pro syntézu DNA, a proto musi mit
urcity stupen stability. 3'konce F2, B2, F3, B3 a LF, LB a 5' konec Flc, Blc jsou
navrzeny tak, aby volna energie byla nizs8i nez -4 kcal / mol.

Teplota tani (Tm) pro oblast primerii by méla byt cca 60 - 65 ° C v ptipad¢ bohatych na
GC, a55- 60 ° C v pripad¢ bohatych na AT. Soucasné by Tm Flc a Blc méla byt vyssi
nez Tm smyckové struktury F2 a B2. Tm se odhaduje pomoci metody nejblizsich
sousedll (Nearest-Neighbor). Tato metoda je v soucasné dob&€ povazovana za
aproximacni metodu, kterd udava hodnotu nejblizsi skute¢né hodnoté. Tm je urcena pro
kazdou oblast pro Flc a Blc, ptiblizné 60 °C (64 - 66 °C), ptiblizné 60 °C (59 - 61 °C)
pro F2, B2, F3 a B3 a ptiblizn¢ 65 °C (64 - 66 °C) pro smyckové primery.

Primery jsou navrzeny tak, aby vzdalenost od konce F2 po konec B2 (amplifikovana
oblast) byla mezi 120 - 160 bazi. Vzdalenost od 5 'konce F2 k 5' konci F1 (&ast, ktera
tvoii smycku) byla mezi 40 - 60 bazemi a vzdalenost mezi F2 a F3 byla mezi 0 - 60 bazi
(Obr. 8) (Notomi a kol., 2000; Nagamine a kol., 2001; Nagamine a kol., 2002).

Obrézek. 8: Vzdalenosti oblasti navrhovanych primert
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2.4.4 Vyhodnoceni LAMP

Prvotni posouzeni amplifikace je mozné vizualni detekci zékalu pyrofosforecnanu
hotecnatého pouhym okem. Po pfidani interkala¢niho Cinidla do smési lze pozorovat
fluorescenci vzorku pod UV svétlem. Dalsi jednoduchou metodou hodnoceni
amplifikace je agarozova gelova elektroforéza (Parida, 2008). Mezi optické metody
vyhodnoceni Ize zahrnout i monitorovani LAMP amplifikace v redlném case, které lze
provést spektrofotometrickou analyzou pomoci turbidimetru (Mori, 2001).
Elektrochemické metody jsou rychlejsi, jednodussi a maji nizsi néklady, proto se velka
¢ast studii zaméfuje na vyuziti voltametrie pro sledovani LAMP reakce, pouzitim napf.
metody monitorovani elektrochemickymi senzory / ¢&ipy ¢&i elektrochemickymi
biosenzory (Zhang a kol., 2014)

2.44.1 Turbidimetrie

LAMP Ize v redlném case sledovat 1 pomoci turbidimetrického meéfeni zakalu
pyrofosforecnanu hofe¢natého. Turbidimetr detekuje vedlejsi produkt syntetické reakce
DNA, pyrofosfatové ionty jako nerozpustny pyrofosforecnan hotfeCnaty. Z tohoto
divodu je mozné urcit vztah mezi mnozstvim amplifikované DNA a zdkalu métenou
turbidimetrem v redlném case. Mezi naméfenym zdkalem a mnozstvim syntetizované
dsDNA namétenou pomoci turbidimetru je linearni vztah. Jinymi slovy, kiivka turbidity
versus €as ziskany pouZitim turbidimetru v redlném case predstavuje reakéni kiivku
amplifikace LAMP. Turbidimetr lze také pouzit pro analyzu kinetiky LAMP reakce.
Turbidimetrie nezavisi na sekvenci amplifikovaného produktu, takze neni mozné
provadét multiplexni detekci, kterd se provadi na real-time PCR pfistroji pomoci
fluorescen¢nich sond. Na rozdil od fluorofotometrie v realném cCase, ktera méfi
postupné zvySovani intenzity signdlu, je snadnéjSi ziskat stabilni zdkladni hodnotu
turbidimetrii v redlném case, kterd méti pokles intenzity signalu. Tato nova metoda pro
kvantifikaci nukleovych kyselin vyuzivd vyhod dvou dulezitych vlastnosti metody
LAMP. Vysoké specificnosti, ktera eliminuje pottebu kontrolovat amplifikovany
produkt a snadnost s jakou mize turbidimetrie detekovat amplifikovany produkt. (Mori
a kol., 2001, 2004)
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2.4.4.2 Elektroforéza

vvvvvv

fragmenty DNA, RNA nebo bilkovinné molekuly podle relativni molekulové hmotnosti
a velikosti naboje (Sambrook a kol., 1989).

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli.
Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité fosfatové skupiny,
a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opa¢né nabité elektrode-
anod¢ (Smarda a kol., 2005).

Pro vizualizaci DNA fragmentl se nejcastéji pouziva znaceni interkalacnim
¢inidlem (SYBR Green, cthidium bromid).. Pro detekci fluorescence interkala¢niho
¢inidla lze pouzit UV zéfeni v pfistroji zvaném transluminator. Jedna se o levny zptsob
detekce, avSak nevyhodou je jeji relativné vysoka casova ndro¢nost, probihd az po
skonc¢eni LAMP a vysledny produkt nelze kvantifikovat ani kvalifikovat. Vzhledem
k velké amplifikaci pii této metod€ vznika velké riziko kontaminace pii nanaseni na gel

(Freeman a kol., 2002).

2.4.43 Real-time LAMP

Detekce Real-time LAMP je zaloZena na piitomnosti fluorescen¢niho substratu, ktery se
vaze na pritomnou DNA. Fluorescence je vyzafovana substratem az po jeho navazani na
DNA. Hladina fluorescence substratu navazaného na DNA je detekovana detektorem a
odrazi mnozZstvi ptitomné DNA. Jako zdroj fluorescence se pouzivd SYBR green. Pro
Real-time LAMP se vyuzivaji specidlni cyclery, které se pouzivaji u real-time PCR
nebo specialni pienosné piistroje (Aoi, 2006). Na trhu uz je dostupnych nékolik
piistroju, které jsou i ptfenosné. Jsou to napiiklad Genie Il a Il (Optigene,UK),
Bioranger, Smart-DART (Diagenetix, USA) nebo ESEQuant TS2 (Qiagen, DE)
(Tomlinson, 2013).

2.4.5 Real-time Platformy

2.45.1 Smart-DART™ a Bioranger™ platformy (Obr. 9)
Tyto pfistroje umoziuji nastavit teplotu poZadovanou pro LAMP reakci a analyzovat

soucasn¢ az 8 vzorkl. Umi také odecitat fluorescencni signal a tim sledovat reakci v
realném case. Zaroven detekuje dvé vinové délky, takze ho lze vyuzit pro duplex
LAMP. Zatizeni lze bezdratové pomoci Bluetooth® piipojit do zafizeni se systémem

Android prostfednictvim aplikace, ktera umoziuje uzivateli ovladat nastaveni reak¢énich
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podminek a zobrazeni dat graficky v redlném case. Platforma funguje jako uzavieny
systém pro amplifikaci pomoci metody LAMP bez rizika kontaminace a vyuzitelného i

terénnich podminkach (Jenkins a kol., 2011; Keremane a kol., 2015).

Obrazek 9: Smart-DART™
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2452 Genie®ll a Il platformy (Obr. 10)
Ptistroje se lisi od téch z Diagenetix Inc. zejména v tom, Ze jejich ovladani neprobiha

pres mobilni aplikaci, ale pomoci zabudovaného displeje. Jsou schopné zahiat vzorky
na pozadovanou teplotu a tim umoznit pribéh reakce. Zdznam reakce v redlném case
probiha také na principu odecitani fluorescence. Pfistroje Genie® II maji 2 oddélené
bloky kazdy po 8 slotech pro vzorky, takze lze najednou zpracovavat az 16 vzorkd.
Ptistroje Genie® III jsou piizplsobené vice na praci v terénu a maji slot pouze na 8
vzorkll. Na rozdil od Genie® II umi ¢ist pfi dvou vinovych délkach, takze s nim lze
provadét duplex LAMP. Ovadani pfistroje stejné, jako sledovani pritbéhu reakce lze na
zabudovaném dotykovém displeji. Platformy lze pfipojit k pocita¢i pomoci USB,
Bluetooth® a WiFi. Pro polni provadéni LAMP je vyhodou Genie® III i zabudovana
GPS (Hu, 2018; Biihlmann, 2013; Tomlinson, 2010, 2013).
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Obrizek 10: Genie® ||
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2.45.3 ESEQuant TS2 platforma (Obr. 11)

Tento piistroj od firmy Qiagen ma stejna specifika jako ostatni pfistroje. Je mozna
amplifikace pfi jedné teploté pro 12 vzorkli- M4 vestavény dotykovy displej, 4 USB
vystupy a Bluetooth®. Jeho nejvétsi vyhoda je v ¢teni 6 vinovych délek. Na této

platformé je mozné optimalizovat multiplex LAMP pro az 6 vzorkt (Yang a kol., 2017).

Obrazek 11: ESEQuant TS2

https://detector.lateralflowreader.com/wp-content/uploads/sites/10/2017/07/qiagen_t2.png
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3 Cile a hypotézy

Tato prace byla zaméiena na dva hlavni cile:

1. Optimalizace metody LAMP pro detekci karanténnich bakterii rodu
Xanthomonas patogenich pro rajce a papriku.

Dil¢imi cili bylo navrhnout tfi samostatné postupy pro specifickou

detekci druhtt (X. vesicatoria, X. perforans, X. euvesicatoria) a

optimalizovat je pro platformu, kterou lze vyuzit k detekci v terénu.

2. Optimalizace metody LAMP pro detekci houby F. circinatum zpusobujici
pryskyti¢nou rakovinu borovic.

Cilem bylo navrhnout sekvencné specifickou asimilaéni sondu pro

detekci druhu F. circinatum a implementovat ji pro terénni detekci na

prenosné platformé.

Hypotézy:
e Metoda LAMP je proti jinym molekularné biologickym metodam pifenosna do
prostiedi a nevyZzaduje ndkladné vybaveni.
e Existuji vhodné geny pro vytvoreni specifickych systémi detekce pristupem
LAMP.

e Diky vysokeé sensitivité je mozné detekovat latentniho ptivodce onemocnéni.
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4  Material a metody

4.1 Xanthomonas spp. patogenni pro rajce a papriku
Optimalizovany byly tifi samostatné detekéni postupy pro X. vesicatoria, X.

euvesicatoria a X. gardneri.

4.1.1 Xanthomonas vesicatoria

Bioinformaticka analyza

Pro ,,in silico® navrh primerd byly pouzity ¢aste¢né sekvence DNA gend Xanthomonas
vesicatoria z databaze GenBank (NCBI) (Tab. 1). VSechny sekvence byly testovany v
programu Mfold (Zuker, 2003), kde byla zjiStétna pravdépodobnost tvofeni
sekundéarnich struktur. Navrh primeri z vybranych sekvenci probihal v programu
PrimerExplorer verze 5 za pfedem definovanych podminek. Nejdilezitéjsi je dodrzet
idealni pomér G a C bazi mezi 50 - 60%, vzdalenost mezi primery, stabilitu na konci
primeri a optimalni teplotu tani primerovych oblasti mezi 59 — 65°C. Primery také
nesmi tvortit zadné sekundarni struktury.

Po navrzeni byly primery nejdiive po jednom porovnavany s databazi GenBank (NCBI)
pro zjisténi teoretické specificity pro X. vesicatoria. K laboratornim analyzam byly
vybrany pouze primery, které mély nejvétsi predpoklad pro specifickou detekci bakterie
X. vesicatoria a co nejnizsi predpoklad detekce ostatnich bakterii. Vnéjsi primery F3 a
B3 byly ,,in silico” otestovany v programu In silico PCR amplification (Bikandi a kol.,
2004).
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Tabulka. 1: genové sekvence Xanthomonas vesicatoria pouzité pro navrh primert

Poradi Zkratka genu Nazev genu Velikost vbp  Accession ¢islo
1 rpoB RNA polymerase beta subunit 613 HM470000.1
2 rpoD RNA polymerase sigma factor 870 EU499099.1
3 atpD ATPase beta subunit 753 KM198924.1
4 gyrB DNA gyrase B gene 530 EU007519.1
5 irp The leucine-responsive regulatory protein 460 AY227435.1
6 lepA GTP-binding protein gene 390 KM492632.1
7 lacF ABC transporter sugar permease gene 408 KM492529.1
8 gltA Citrate synthase gene 501 KM492245.1
9 gapA Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene 443 KM492116.1
10 fusA Translation elongation factor G gene 591 KM491976.1
11 fyuA TonB-dependent receptor gene 698 EU498855.1
12 hrpB HrpB gene 340 KF994843.1
13 copB Copper resistance protein B gene 501 HM626587.1
14 COpA Copper resistance protein A gene 779 HM626539.1
15 copL Copper resistance protein L gene 340 HM623168.1
16 dnaK Heat shock protein gene 762 EU015307.1
17 efp Elongation factor P gene 387 GU322634.1
18 groEL Molecular chaperone gene 213 FJ971165.1
24 XOpE2 Xanthomonas outer protein E2 gene 1077 HM125708.1

Laboratorni testovani

K analyzdm a testovani specificity byly pouzity bakterialni druhy X. vesicatoria a
ostatni pfibuzné bakterie patogenni pro rajce a papriku ze sbirek BCCM/LMG, CCM,
DSMZ aj. (Tab. 2). VSechny kmeny byly kultivovany pii 28 °C po dobu 1 az 3 dnil na
umgélé Zivné piadé MPAg (masopeptonovém agaru s glukosou: 40 g Zivného agaru. 2,5 g
kvasniéného autolyzatu, 10 g glukézy, 20 g agaru, doplnéno dH20 do 1 litru, pH
upraveno na 7,2). DNA z Cerstvé narostlych bakteridlnich kultur byla vyizolovana
pomoci komeréné dostupného kitu Genomic mini (A&A Biotechnology). Vlastni
izolace byla provedena podle protokolu pfilozeného vyrobcem. Vyizolovana DNA byla
uchovavana pfi teploté -20°C.

Z dtuvodu finan¢ni uspory byla pro kazdou sadu primeri provedena PCR s primery F3 a
B3. Reakéni smés PCR byla pfipravena do celkového objemu 15 pl v nésledujicim

slozeni: 7,5 pl PPP MasterMix Combi (Top-Bio, CR), 4,5 pl sterilni destilované H,0, 1
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pl templatové DNA a 1 pl kazdého z primerd (10 pmol/pul) Program PCR se skladal z
uvodni denaturace pii 95°C trvajici 5 minut. Nasledn€ probéhlo 35 cykl denaturace pfi
94°C trvajici 1 minutu, annealingu pii 58°C po dobu 40 sekund a elongace pti 72°C po
dobu 1 minuty. Cely program byl zakoncen elongaci pii 72°C po dobu 15 minut. Po
dokonceni programu byly vzorky zchlazeny a udrzovany pii 4°C.

Optimalizace vSech primeri probihala v gradientovém ftedéni koncentraci MgSOa.
Reakéni smési pro metodu LAMP byly piipraveny v celkovém objemu 20 pl v
nasledujicim sloZeni: 1,6 uM primeru FIP; 1,6 uM primeru BIP; 0,2 uM primeru F3;
0,2 uM primeru B3; 1,4 mM dNTPs; 0 - 5mM MgSO4, SmM betainu, 3,2 pl templatové
DNA, 8 U GspM2.0 DNA polymerazy, 2 pl 10X reakéniho pufru a zbytek objemu byl
doplnén sterilni destilovanou H20. Amplifikace probihala v termocycleru pii 65°C po
dobu 30 — 60 minut s naslednou zavére¢nou denaturaci pii 90°C. Po amplifikaci bylo do
vzorkl ptfidano interkalacni ¢inidlo ethidium bromid. Probéhla elektroforeticka separace
fragmentl na 1% agardézovém gelu s 0,5X TBE po dobu 80 minut pii 4 V/cm.
Agar6zovy gel byl vizualizovan pomoci UV prosvécovaci lampy a dokumenta¢niho
zafizeni InGenius3.

Specifické primery byly pouzity pro real-time LAMP. Reak¢ni smési byly stejné jako
pti klasické LAMP s vyjimkou odlisného zpisobu barveni DNA. Namisto ethidium
bromidu bylo pouzito interkalac¢ni ¢inidlo SYBR Green, které bylo v koncentraci 1X
obsazeno pfimo v reakéni smési. Optimalizovand sada primert byla pfevedena na

platformu Smart-DART (Diagenetix, USA), kterou lze pouzit i v terénu.

Tabulka 2: Bakterie pouzité pii testovani specifity

Sada primert

Bakterie Cislo sbirky XveopL Xvefp2
Xanthomonas vesicatoria CCM 2102 + +
. : BCCM/LMG
Xathomonas euvesicatoria 918 - -
Xanthomonas gardneri DSMZ 19127 - -
Pseudomonas syringae CR19223 - -
Erwinia amylovora CCM 1133 - -
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis E%%M/LMG - -
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BCCM/LMG = Belgian Co-ordinated Collections of Microorganisms, CCM = Ceska sbirka
mikroorganismti v Brn¢, CRI =sbirka Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, DSMZ = Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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4.1.2 Xanthomonas gardneri

Bioinformaticka analyza

Primery pro LAMP analyzu byly navrzeny in silico v programu Primer Explorer V5
(Tab 3). Pouzity byly sekvence ziskané z databaze NCBI. Nasledné byly porovnany v
programu MEGA software, kde byly zjistény odlisnosti v genu atpD bakterie
Xanthomonas gardneri od ostatnich xantomonad (Xanthomonas euvesicatoria,
Xanthomonas vesicatoria). Specifita primeri byla testovana v databazi NCBI
programem BLAST.

Tabulka 3: sada primert pro dektekci X. gardneri

Nazev primeru Sekvence (5°- 3")
Xg_F3 CGGTGATGGCGTGGTG
Xg_B3 TCTTCGTACGACGGTGCA
Xg_FIP GGCGCGCTCGGTATTGGTGTTGCGCTCGGCTCCAC
Xg_BIP GACGCTGGGCCGCATCATTGGTCCGAGGCCTGCA
Xg_LB GCCCGATCGACGAAGCC

Laboratorni testovani

Bakterialni kmeny (Tab. 4) byly ziskany ze sbirek: Belgian Co-ordinated Collections of
Microorganisms — Bacteria Collection, Gent (BCCM/LMG), French Collection of Plant
Pathogenic Bacteria, Beaucouze Cedex (Collection Francaise de Bacteries
Phytopathogenes — CFBP), Czech Collection of Microorganisms, Brno (CCM), Crop
Research Institute Collection, Prague — Ruzyné¢ (CRI) Deutsche Sammlung
Microorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Germany and National Collection
of Plant Pathogenic Bacteria, UK, York (NCPPB). Vsechny bakterie rodu Clavibacter
byly péstovany na nutrient broth yeast extract (NBY) (Schaad a kol., 2001) pti 27°C po
dobu 3 az 7 dni, v zavislosti na poddruhu. Dalsi bakterie byly kultivovany na médiu
MPAg (meat—peptone agar with glucose: 20 g zivného agaru ¢. 2, 2,6 g kvasnicového
extraktu, 5 g glukozy, 10 g agardzy - zajiStujici pevny povrch, pfidano do 500 ml
destilované H20, pH upravené na 7,2 pomoci 1 M NaOH) pii 28°C po dobu 24-48
hodin.
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100 mg cerstvé narostlych kultur bylo odebrano pomoci bakteridlni klicky pro izolaci
DNA pomoci NucleoSpin® Microbial DNA kit (Macherey-Nagel, Germany).
Postupovano bylo dle protokolu doporuceném vyrobcem. Koncetrace a Cistota

vyizolované DNA byla testovana na BioSpec-nano spectrophotometer (Shimadzu,

Japan).

Tabulka 4: Bakterie pouzité pfi testovani specifity

Bakteridlni kmeny Zkratky Cislo Kultivaéni Rustova kul?t?\lj:ce
sbirek sbirky médium teplota (°C) ]
(dni)

Xanthomonas gardneri DSMZzZ 19127 MPAg 28 1-2
Xanthomonas euvesicatoria BCCM/LMG 921 MPAg 28 1-2
Xanthomonas perforans DSMZz 18975 MPAg 28 1-2
Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920 MPAg 28 1-2
Erwinia amylovora CRI 312/97 MPAg 28 1-2
Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138 MPAg 28 1-2
Clavibacter michiganensis susp. michiganensis CRI 1075 NBY 27 3-7
Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467 NBY 27 3-7
Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 4073 MPAg 28 1-2
Pseudomonas syringae pv. tomato CRI 8119 MPAg 28 1-2
Ralstonia solanacearum NCPPB 2505 MPAg 28 1-2

Pro potvrzeni specifi¢nosti testu LAMP pro detekci X. gardneri byla provedena PCR se
sadou vngjSich primert (F3 a B3). Reak¢ni smés 25 pl PCR obsahovala 1 pl genomové
DNA (10 ng/ul), 12,5 ul Mater mixu PPP (TopBio, CZ), 1 ul kazdého primeru (F3 a B3
a 9,5 ul H20. Podminky amplifikace byly nésledujici: uvodni denaturace pii 95°C po
dobu 5 minut; nasledované 30 cykly opakujici se denaturace pti 94°C po dobu 1 minuty,
nasedani primerd pii 58°C po dobu 40 s a elongace pii 72°C po dobu 30 s a finalni
elingace pti 72°C po dobu 10 minut. LAMP v realném cCase

Reakce LAMP byla provadéna v QuantStudio ™ 6 Flex Real-Time PCR systému
(Thermofisher, USA). Reakéni smés obsahovala 12,5 pl izotermalniho master mixu
(Optigene, Sussex, UK), 0,2 uM kazdého z vnéjsSich primert (F3 a B3), 1,6 uM kazdého
z vnitinich primert (FIP a BIP), 0,4 uM smyckového primeru (pouze LoopB) a 1 pl
SybrGreen (10000x v DMSO). Nakonec byly pfidany 3 pl templatové genomové DNA
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(10 ng/ul) a zbyvajici objem byl upraven na konecny objem 25 pl pomoci H20. Reakéni
smési LAMP byly inkubovéany po dobu 30 minut pti 65°C v PCR systému QuantStudio
™ 6 Flex Real-Time, nasledovalo zahiivani pii 98°C po dobu 2 minut pro ukonceni
reakce. VSechny testy LAMP provadéné pro ucely screeningu byly replikovany alespon
dvakrat a v§echny experimenty obsahovaly negativni kontroly (bez templatu).

Reakeéni produkty LAMP a produkty PCR (5 a 10 pl) byly podrobeny elektroforéze na
1,5% agar6zovém gelu piipraveném z 1 x TBE pufru (Tris / Borate / EDTA: 89 mM
Tris, 89 mM kyselina boritd, 2 mM EDTA, pH 8.3) obarvené ethidiumbromidem
(SigmaAldrich, USA) pii 90 V (4 V/cm) po dobu 1 hodiny. 100 bp ladder (NEB, UK)
byl pouzit pro vzorky PCR a DirectLoad ™ Wide Range DNA Marker pro vzorky
LAMP jako vzor pro porovnani molekulové hmotnosti. Aby se zabranilo kontaminaci
mezi vzorky, byly pro extrakci DNA a pro piipravu reakéni smési pouzity rizné
laboratote, pro ¢isténi povrchl byla pouzita PCR Clean ™ (Minerva Biolabs, DE) a
byly pouzity pouze filtrované $pi¢ky. Po elektroforéze byl gel vizualizovan pod UV
osvétlenim GeneSys (Syngene, UK).

Kolorimetrick¢ reakce LAMP byly provddény v objemu 25 pl obsahujicim 1,6 uM
kazdého z vnitinich primerti FIP a BIP, 0,2 uM kazdého z vnéjSich primera F3 a B3, 0,4
uM primeru loopB, 12,5 pl 2X colorimetric LAMP Master Mix (kat. C. M1800, New
England Biolabs) a 5 ul DNA templatu (10 ng/ul). Reakce byly inkubovany pii 65°C po
dobu 15 a 30 minut v tepelném bloku pfed zaznamenanim vysledk.

Jako templat pro test citlivosti X. gardneri od 10 ng do 10 fg byly pouzity sériové
10nasobné fedeéni. Specifi¢nost byla testovana na Xanthomonas spp. a dalsi ptibuzné
bakterie patogenni pro rajcata a papriky (Tab. 3). V kazdém béhu LAMP byla zahrnuta
kontrola bez templatu (NC; voda).
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4.1.3 Xanthomonas euvesicatoria

Bioinformaticka analyza

Na zéaklad¢ software, ktery dokdze typizovat unikatni useky z genomovych sekvenci
DNA, byl vybran usek 330 bp, pro ktery byly navrzeny primery. V program LAMP
Designer (Optigene, UK) bylo navrzeno nékolik primerti s riznymi kombinacemi. Byla

vybrana jedna sada primerd, ktera byla syntetizovana spole¢nosti KRD (Tab. 5).

Tabulka 5: Sada primert specifickych pro X. euvesicatoria

Nazev primeru Sekvence (5°-3")
Xe_F3 ACAAATGCGGTGAGTACG
Xe_ B3 GCTATCCGATAAGCTGTTGT
Xe_FIP ATGCTTGGTAGCGAACCTCGCCGACCAAGATCACGATG
Xe_BIP CACACGAAAATATCGCGCAGATTCGCATGTAGCTAGATCCA
Xe LF CGTGAAAAACGAGAGAGAAGC
Xe LB ACGATAAGATCCAGGAACCTTG

Laboratorni analyza

Bakterialni kmeny pro optimalizaci metody byly pouzity stejné jako u optimalizace
LAMP pro X. gardneri (Tab. 3). Pro ovéteni detekovatelnosti ptimo z rostlin bylo 50
rajc¢at a paprik napéstovano v testovaci komote Sanyo MLR-351H (Schoeller, CZ) pii
24 °C a vlhkosti 72% po dobu 4 tydni. Inokula¢ni metoda byla zvolena pomoci paratek.
Zpusob inokulace byl pievzat z metodiky INSTA (2015). Dva nejmladsi plné vyvinuté
listy byly propichnuty v oblasti kolem hlavni zilnatiny sadou Sesti paratek namocenych
v bakteriadlni suspenzi. Po 3 — 4 tydnech byly pozorovany ptiznaky infekce. Odbér
infikované tkan¢ byl na rozhrani zdravé a infikované tkané a rozpusténa v 50ul TE
pufru. Izolace bakterialni DNA z ¢isté kultury i z rostlin byla provedena pomoci
komeréné dostupného kitu NucleoSpin® Microbial DNA kit (Macherey-Nagel,
Germany). Pro homogenizaci byl pouzit Retsch® Mixer Mill MM400 po dobu 4 minut
pfi maximalni frekvenci (30 Hz). Koncentrace extrahované DNA byla méfena pomoci

BioSpec-nano spektrofotometru (Shimadzu, Japonsko).
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Reakce LAMP byly provadény v QuantStudio ™ 6 Flex Real-Time PCR systému
(Thermofisher, USA).Pro optimalizace nejvhodnéjsi reakéni smési byla testovana dvé
rizna fedéni primert (0,2 uM F3,B3, 1,6 uM FIP, BIP, 0,8 uM LF, LB a 0,2 uM F3,B3,
0,8 uM FIP, BIP, 0,4 uM LF, LB). Dale smési obsahovaly 15 ul izotermalniho master
mixu (Optigene, Sussex, UK) a 3 pul templatové genomové DNA (nefedénd), zbyvajici
objem byl upraven na koneény objem 25 ul pomoci H20. Reakéni smési LAMP byly
inkubovany po dobu az 45 minut pii 65 °C v PCR systému QuantStudio ™ 6 Flex Real-
Time, nasledovalo zahfivani pii 98 °C po dobu 2 minut pro ukonceni reakce.

Specificita reakce byla testovana pro vybranou nejrychlejsi reakéni smés u stejnych
bakterii jako u optimalizace LAMP pro X. gardneri-(Tab. 3). Testovani sensitivity bylo

v pétinasobném fedéni v rozmezi od 10 ng/ul do 25,6 fg/ul.
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4.2 Fusarium circinatum

Bioinformaticka analyza

Pro specifickou detekci byl vybran gen elongacni faktor (EF-lalfa) (GenBank ID
JN092335.1). Tento gen byl pouzit pfi navrhu primerd a sondy pro real-time PCR
(Luchi a kol.. 2018). Cilem bylo navrhnout sondu pro LAMP do stejné pozice jako
sonda TagMan od Luchi a kol. (2018), protoze tato pozice je pro F. circinatum
jedine¢na. Nejprve byla stanovena teoreticka specificita pomoci analyzy nukleotidl
BLAST (NCBI). Primery byly navrzeny v softwaru LAMP designer (Optigene, UK) a
syntetizovany spole¢nosti Eurofins (LUX). Byly navrzeny ¢tyfi primery (vnéjsi primery
F3 a B3; vnitini primery FIP a BIP). Byly také navrzeny oba primery (LoopF a LoopB).
Jeden z nich (LoopB) byl fluorescenéné oznacen. Vsechny oligonukleotidové sekvence

jsou uvedeny v tabulce 6.

Laboratorni testovani

Vsechny izolaty (Tab. 7) byly kultivovany na bramborovém dextrézovém bujonu (PDB;
Difco, Detroit, MI, USA) po dobu piiblizné¢ 5 dnti. 100mg cerstvého mycelia bylo
pouzito pro extrakci genomické DNA pomoci EZNA® Plant DNA Kitu (Omega Bio-
tek, USA) podle pokynli vyrobce. Koncentrace gDNA byla stanovena pomoci
spektrofotometru Nanodrop 2000 ™ (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Reakce
LAMP (finalni objem, 25 pl) byly provadény v pienosném piistroji Genie® II
(Optigene, UK)) a StepOnePlusTM Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Life
Science, Foster City, CA, USA). Reak¢ni smés s asimilaéni sondou obsahovala 15 pul
Isothermal master Mix no dye (Optigene, Sussex, UK), 0,2 uM vng&jSich primerti (F3 a
B3), 0,8 uM vnittnich primert (FIP a BIP) a 0,4 uM smyckovych primerti (Loop F a
LoopB). Pro zvyseni specificity bylo pouzito fluorescen¢ni znaceni loopB primeru
(asimila¢ni sonda) 6-FAM (6-Carboxyfluorescein) v koncentraci 0,04 pM a zhaSece
BHQ (Black Hole Quencher) v koncetraci 0,06 uM. Nakonec byly ptidany 3 pl
templatové genomové DNA (2,5 ng/ul) a zbyvajici objem byl doplnén vodou. Rak¢ni
smés pro klasicky LAMP se liSila pouze v pouziti klacikych loop primeri a
isotermalniho Master mixu (Optigene, Sussex, UK). Reak¢éni smési LAMP byly
inkubovany po dobu 30 minut pii 65°C na platformé Genie® II a na StepOnePlusTM
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byl program 30min pii 65°C s fluorescenci zaznamendvanim kazdych 30 sekund, poté
nasledovala 5 min denaturace pii 80°C. VSechny experimenty LAMP obsahovaly
kontroly bez templati. Specifita LAMP byla testovana pomoci rtiznych kment F.
circinatum a dalSich druht Fusarium spp. (loos a kol., 2019). Né&které z nich jsou
patogenni pro borovice, zatimco jiné jsou fylogeneticky blizké F. circinatum. VSechny
testované izolaty jsou uvedeny v tabulce 7 a byly zfedény na stejnou koncentraci 2,5
ng/ul. Testovani sensitivity F. circinatum bylo v pétinasobném fedéni v rozmezi od 8,4
ng/ul do 4,352 fg/ul. Pro ovéfeni navrzené metody byly testovany vzorky infikovaného
materialu (kura, jehlice) Pinus radiata. Extrakce DNA probihala pomoci kitu, ktery je

ptenosny do prostiedi (Optigene, UK).

Tabulka 6: Sada primert a asimila¢ni sonda pro detekci F. ciricinatum

Sekvence (5°-3")

LAMP

primery

F3 CATTGAGAAGTTCGAGAAGGT

B3 TGTCGAATGATTAGTGACTGC

FIP TTGGTCTCGAGCGGGGTATTTGCCCATCGATTCTCC
BIP GAGCGATGCGCGTTTCTGTTAACACGTGACGATGCG
LF GGCACGTTTCGAGTCGTA

LB CCTCCCATTGCCACAACT

Asimilaéni

sonda

Probe FAM?-

strand® ACGCTGAGGACCCGGATGCGAATGCGGATGCGGATGCCGACCTCCCATTGCCACAACT

Q strand® TCGGCATCCGCATCCGCATTCGCATCCGGGTCCTCAGCGT - BHQ?

[*] FAM = 6-carboxyfluorescein.
[°] BHQ = Black Hole Quencher-1 (Eurofins, LUX)
[¢] asimila¢ni sonda fluorescen¢né znacena (podtrzena ¢ast je loopB primer)

[?] Zhaseci vlakno asimilaéni sondy
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Tabulka 7: Kmeny pouzité pfi testovani specificity

LAMP
Kmeny vysledky
1 F.circinatum POS
2 F.begoniae NEG
3 F. concentricum NEG
4 F. fujikuroi NEG
5 F. mangiferae NEG
6 F.nygamai NEG
7 F. proliferatum NEG
8 F.sacchari NEG
9 F. subglutinans NEG
10 F. temperatum NEG
11 F. thapsinum NEG
12 F. verticillioides NEG
13 F. fractiflexum NEG
14 F. parvisorum NEG
15 F.sororula NEG
16 F. marasasianum NEG
17 F. pininemorale NEG
18 F. fracticaudum NEG
19 F. avenaceum NEG
20 F. incarntum-equiseti species complex NEG
21 F. sporotrichioides NEG
22 F. tricinctum species complex NEG
23 F. acuminatum NEG
24 F. torulosum NEG
25 F. graminearum NEG
26 F. reticulatum negundis NEG
27 F. redolens NEG
28 F. culmorum NEG
29 F. oxysporum NEG
30 F.euwaleceae NEG
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5 Vysledky

5.1 Detekce bakterii rodu Xanthomonas metodou LAMP
Vysledky popisuji tii samostatné detek¢ni postupy LAMP pro specifickou detekei X.

vesicatoria, X. euvesicatoria a X. gardneri

5.1.1 Xanthomonas vesicatoria

Vzhledem k vysoké mife piibuznosti v ramci rodu Xanthomonas bylo velmi obtizné
najit primery vhodné pro specifickou detekci X. vesicatoria. V dobé zpracovani této
problematiky se bakterie rodu Xanthomonas zpusobujici bakterialni skvrnitost rajcete
délili do tii skupin: A - Xanthomonas euvesicatoria (do této skupiny byla opét ptifazena
diive samostatna skupina C -Xanthomonas perforans), skupina B — Xanthomonas
vesicatoria a skupina D — Xanthomonas gardneri) (Barak a kol., 2016).

Pro prvotni ovéfeni specificity navrzenych primerd byla provedena PCR s primery F3 a
B3, které maji na specificitu LAMP nejvétsi vliv. Duraz byl kladen piedevsim na to,
aby nebyla amplifikovana DNA pochazejici z X. euvesicatoria (X. perforans) a X.
gardneri které vykazuji vysokou piibuznost s X. vesicatoria. Pro ovéfeni specificity
reakce byla dale pouzivana DNA druht Pseudomonas syringae, Erwinia amylovora,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis.

Na zéklad¢ provedenych bioinformatickych analyz bylo k testovani vybrano 12 sad
primerq, které byly pojmenovany podle bakterie, kterou detekuji a genovych sekvenci,
z kterych vznikly, a to: XvgltA, XvfusA, XvlacF, XvfyuA, XvxopEl, XvxopE2,
XvefP1, XvefP2, XvcopL, Xvirp, XvatpD a XvlepA. Diky PCR byly vybrany pouze
dvé sady primert XvefP2 a XvcopL (Tab. 8 a 9). Pouze tyto dvé sady primera byly
specifické pro X. vesicatoria.

LAMP reakce byly vytvoreny v gradientovém fedéni MgSO4 od 3 mM do 5 mM pro
obé uvedené sady primerd. U sady XvcopL nebyl mezi jednotlivymi fedénimi
zaznamenan zadny rozdil ve specificit¢ detekovanych vzorka, proto byl zvolen dalsi
optimalizacni krok. Vzhledem k velkému mnoZstvi DNA amplifikované metodou
LAMP byl postupné snizovan Cas reakce z 1 hodiny na 30 min pii dodrzeni stejné

teploty ¢imz byla docileno pozitivniho detekéniho signalu pouze u X. vesicatoria. Pro
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sadu primerd XvefP2 bylo docileno specifické detekce X. vesicatoria pii koncetraci
MgSO45 mM (Obr. 12). Reakéni podminky byly nasledné také upraveny na 30 min pfi
65°C vzhledem k pfevodu na pienosnou platformu Bioranger kvuli rychlé detekci.
Rozdil v barveni riznymi interkala¢nimi Cinidly nebyl vypozorovan. Pii vizualizaci na
gelu byl pouzit ethidium bromid a pro real-time analyzu na platformé¢ Smart-DART
SYBR Green.

Tabulka 8: Sada primert XvefP, ktera obsahuje primery F3, B3, FIP, BIP:

N.ézev Sekvence
primeru
XvefP_F3 ACCGACATGCGTTACCTCTA
XvefP_B3 GGTCTCGGTGATCTTCAGC

XvefP_FIP CCTTGTCGGCCTGTACCTGCATGGCGAGTACTGGCACTT
XvefP_BIP  TGGCTCAAGGGTGAGGAAGACTACGAAATTCGGTGGCTGC

Tabulka 9: Sada primert XvcopL, ktera obsahuje primery F3, B3, FIP, BIP:

N_azev Sekvence
primeru
XvcopL_F3 ACTGCGACTGTCCGTGAT
XvcopL_B3 TCGATGTGGCATCGGGAT

XveopL_FIP TGACCGGGTTCATACTGACGGTCGCCATGCTCGTGCTTAA
XvcopL_BIP GAAGAGCAGGCCAGCGAAGTATGCTCAGCACTGTGATGG
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Obrazek 12: Stanoveni specifity sady primertt XvefP pii koncentracich MgSO4 3 mM —
5 mM pro bakterie Erwinia amylovora (Ea), Pseudomonas syringae (Ps), Xanthomonas

euvesicatoria (Xe) a Xanthomonas vesicatoria (Xv).

M = marker (50 - 10 000 bp) (Sigma Aldrich), 1, 5, 9~ Xanthomonas euvesicatoria (Xe) 2, 6, 10
— Xanthomonas perforans (Xp), 3, 7, 11 — Xanthomonas gardneri (Xg), 4, 8, 12 - Xanthomonas
vesicatoria (Xv), 1-4: koncentrace MgSQO4: 3mM, 5 — Xe, 6 — Xp, 7 — Xg, 8 — Xv, 5 — 8:
koncentrace MgSO4: 4 mM, 9 — Xe, 10 — Xp, 11 — Xj, 12 — Xv, 9 — 12: koncentrace MgSQO4: 5
mM
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5.1.2 Xanthomonas gardneri

Pro ndvrh primerti byl vybran gen atpD kvuli jeho vysoké druhové specificité.
Specificnost nové navrzenych vnéjsich primert (F3 a B3) byla nejprve testovana
pomoci PCR. Oc¢ekavana velikost amplikonu byla 215 bp. Amplikon této velikosti byl
viditelny pouze ve vzorcich obsahujicich DNA X. gardneri. DNA jinych piibuznych
bakterii produkovala nespecifické produkty nebo nebyla viibec amplifikovana (Obr. 13).
Z4dny z necilovych druh@ rodu Xanthomonas, véetné blizce piibuznych druhtr X.
gardneri nevytvoiil zadny viditelny amplikon v prabéhu 30 minut u LAMP v realném
Case ani U kolorimetrického LAMP (Obr. 13). VSechny testy LAMP v realném cCase
byly provedeny s pouzitim izotermalniho Master mixu v PCR systému QuantStudio ™
6 Flex real-time. Amplifikace vzorki DNA ziskané z X. gardneri byla poprvé
pozorovatelnd po 15 minutdch (Obr. 14). VSechny reakce byly nasledné analyzovany na

agarazovém gelu, ¢imz byla potvrzena specificita (Obr. 15).

Obrazek 13: Testovani specificity vnéjSich LAMP primert (F3 a B3)

2 3 .40 506 7 8 8810 i

M — ladder 100 bp (NEB, UK), NC — negativni kontrola, 1 - Xanthomonas gardneri DSMZ
19127, 2 - Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria CFBP 8604, 3 - Xanthomonas perforans
DSMZ 18975, 4 - Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920, 5 - Erwinia amylovora CRI
312/97, 6 - Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138, 7 - Clavibacter michiganensis susp.
michiganensis CRI 1075, 8 - Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467, 9 -
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Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 4073, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato CRI
8119, 11 - Ralstonia solanacearum NCPPB 2505

Obrazek 14: Specificita Real-time LAMP
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NC — negativni kontrola, 1 - Xanthomonas gardneri DSMZ 19127, 2 - Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria CFBP 8604, 3 - Xanthomonas perforans DSMZ 18975, 4 -
Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920, 5 - Erwinia amylovora CRI 312/97, 6 -
Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138, 7 - Clavibacter michiganensis susp. michiganensis
CRI 1075, 8 - Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467, 9 - Pseudomonas
syringae pv. syringae CCM 4073, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato CRI 8119, 11 -

Ralstonia solanacearum NCPPB 2505
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Obrazek 15: Specificita LAMP
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M — ladder 100 bp (NEB, UK), NC — negativni kontrola, 1 - Xanthomonas gardneri DSMZ
19127, 2 - Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria CFBP 8604, 3 - Xanthomonas perforans
DSMZ 18975, 4 - Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920, 5 - Erwinia amylovora CRI
312/97, 6 - Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138, 7 - Clavibacter michiganensis susp.
michiganensis CRI 1075, 8 - Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467, 9 -
Pseudomonas syringae pv. syringae CCM 4073, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato
CRI8119, 11 - Ralstonia solanacearum NCPPB 2505

Kolorimetrické testy LAMP byly provadény s pouzitim 2X colorimetric isothermal
LAMP Master Mix v tepelném bloku (Obr. 16). Po 15 minutach nebyla pozorovana
zadna amplifikace pro Zadny vzorek. Po 30 minutach byla amplifikace viditelna pouze
ve zkumavkach s DNA X. gardneri. Elektroforéza na agar6zovém gelu ukazala typicky
zebiikovy vzhled produkti LAMP.

Pro stanoveni citlivosti kazdého testu byla pouZita genomickd DNA zfedénd na
koncentrace v rozmezi od 10 ng/pl do 10 fg/ul. Do kazdé experimentalni replikace byla
zahrnuta kontrola bez templatu (voda). Prahova hodnota detekce byla 10 pg/ul pro X.
gardneri (Obr. 17). Velmi slaba amplifikace vSak byla také pozorovatelna v

cv w7

DNA, které spolehlivé detekuje bakterii vSak bylo 10 pg/ul po 30 minutach amplifikace.
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Obrazek 16: Specificita kolorimetrické LAMP

NC — negativné kontrola 1 - Xanthomonas gardneri DSMZ 19127, 2 - Xanthomonas
axonopodis pv. vesicatoria CFBP 8604, 3 - Xanthomonas perforans DSMZ 18975, 4 -
Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920, 5 - Erwinia amylovora CRI 312/97, 6 -
Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138, 7 - Clavibacter michiganensis susp. michiganensis
CRI 1075, 8 - Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467, 9 - Pseudomonas
syringae pv. syringae CCM 4073, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato CRI8119, 11 -
Ralstonia solanacearum NCPPB 2505

Obrazek 17: Sensitivita LAMP
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NC — negativni kontrola, 1 — 10 ng/ul, 2 — 1 ng/ul, 3 - 100 pg/ul, 4 - 10 pg/ul, 5 — 1 pg/ul, 6 —
100 fg/ul, 7 — 10 fg/ul

Obrazek 18: elektroforetické zobrazeni LAMP sensitivity

2 3 4

M — ladder 100 bp (NEB, UK), NC — negativni kontrola 1 — 10 ng/ul, 2 — 1 ng/ul, 3 - 100 pg/ul,
4-10 pg/ul, 5—1 pg/ul, 6 — 100 fg/ul, 7 — 10 fg/ul
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5.1.3 Xanthomonas euvesicatoria

Navrzena sada primert byla testovana v dvou riaznych kombinacich fedéni primert.
Ostatni podminky reakce byly stejné. Pii koncetraci primert 0,2 uM F3,B3, 1,6 uM FIP,
BIP, 0,8 uM LF, LB byl zacatek nartstu amplifika¢ni reakce cca o 10 min rychlejsi nez
pti koncentraci primerd 0,2 uM F3,B3, 0,8 uM FIP, BIP, 0,4 uM LF, LB. Pti zvoleni
prvni koncentra¢ni sady primerti je mozné zajistit dostate¢nou amplifikaci do 30 min,
ackoliv pii optimalizaci reakce bylo pouzito 45 min (Obr 19). Reakce specificky
detekovala pouze X. euvesicatoria. (Obr. 20). Citlivost reakce byla testovana v
pétinasobném fedéni v rozmezi od 10 ng/pul do 25,6 fg/ul. Detekéni limit byl stanoven
na 0,128 pg/ul DNA v reakci (Obr. 21).

Pro ovéteni funkénosti LAMP metody byla metoda testovana na DNA izolované piimo
z rostlin. Z 50 rostlin bylo infikovano pomoci paratek 40 rostlin a 10 bylo ponechéno
neinfikovanych. 4 tydny po inokulaci byly viditelné symptomy (Obr. 22). lzolace
probihala pomoci komerén¢ dostupného kitu NucleoSpin® Microbial DNA kit
(Macherey-Nagel, Germany), kde jsme schopni ziskat DNA ve velmi kratkém case (cca
20 min). Takto vyizolované DNA byla detekovana pozdéji a v nizs$i amplifikaci nez u
vzorkll vyizolovanych z Cisté bakteridlni kultury. Bakteridlni DNA z neinfikovanych
rostlin a DNA ostatnich bakterialnich druhd nebyla detekovana. (Obr. 23). Stale ale i
pfes znecisténi zpuisobené napt: DNA rostlin jsme schopni specificky detekovat patogen
X. euvesicatoria. Vsechny analyzy byly provedeny na pfistroji QuantStudio ™ 6 Flex

Real-Time.
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Obrazek 19: Porovnani riznych koncentraci primera
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Obrazek 20: Specificita real-time LAMP
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NTC — negativni kontrola, 1 —Xanthomonas campestris pv. vesicatoria BCCM/LMG 928 , 2 -
Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria CFBP 8604, 3 - Xanthomonas gardneri DSMZ 19127,
4 - Xanthomonas vesicatoria BCCM/LMG 920, 5 - Erwinia amylovora CRI 312/97, 6 -
Burkholderia glumae BCCM/LMG 20138, 7 - Clavibacter michiganensis susp. michiganensis
CRI 1075, 8 - Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus NCPPB 3467, 9 - Pseudomonas
syringae pv. syringae CCM 4073, 10 - Pseudomonas syringae pv. tomato CRI 8119, 11 -
Ralstonia solanacearum NCPPB 2505

Obrazek 21: Sensitivita real-time LAMP (5-nasobné fedéni)
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Obrazek 22: Symptomy po 4 tydenni inokulaci bakterii rodu Xanthomonas ssp.

Obrazek 23: Real-time LAMP vzorkti DNA z infikovanych rostlin
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5.2 Detekce Fusarium circinatum metodou LAMP

Teoreticka specificita sekvence genu EF-lalfa byla stanovena v databazi NCBI pro F.
circinatum. Pfibuznost se pohybovala v rozmezi 97,14 az 97,89% s F. oxysporum, F.
quttiforme, F. begonia, F. ananatum, F.fujikuroi, F. bulbicola, F.ublutinans, F.
bactridioides, F. anthophilum, F. mexicanum, F. temperatum, ale ne vSechny jsou pro
borovice patogenni.

Detekeni limit a sensitivita LAMP byly stanoveny amplifikaci fedicich fad DNA jak pro
klasicky LAMP tak pro LAMP s asimila¢ni sondou 0 koncentraci 8,5 ng uL™!, 1,7 ng
uL!, 0,34 ng puL™!, 0,068 ng uL!, 13,6 pg uL!, 2,72 pg uL !, 0,5 pg puL !, 0,108 pg
uL™!, 21,76 fg pL!, 4,352 fg uL™!' extrahované ze standardnich druhéi. U vsech
standardnich druhti byla tato detekéni metoda schopna detekovat cilové geny do
koncentrace 0,05 pg/ul jak pro klasicky LAMP tak pro LAMP s asimila¢ni sondou
(Obr. 24).

Pred testem specificity byla stanovena nejcitlivéjsi koncentrace DNA na 2,5 ng/ul (Obr.
25: modré kiivky). Tato koncentrace byla stanovena na zakladé koncentra¢niho
gradientu. Nizsi koncentrace DNA (0,5 ng/ul) vykazovala stejnou citlivost jako 5 ng/ul
(Obr. 25: ¢erné a tmavé zelené kiivky). Specifita testu LAMP byla stanovena s
koncentraci 2,5 ng/ul pro vSechny vzorky. Vzorky Fusarium circinatum byly
amplifikovany s vysokou fluorescenci (cca 25 000). Velmi nizka amplifikace (5000)
byla detekovana v ptipadé F. temperatum (Obr. 26).

Fluorescence pii reakcich se zna¢enymi primery piesahla prahovou hodnotu po 12 min
od zac¢atku reakce, coz odpovida minimalni koncentraci 2,5 ng/ul. Fluorescence u reakci
S neznacenymi primery piesahla prahovou hodnotu uz po 9 min, ale specificita reakce
byla niz§i. Ackoli LAMP reakce bez sondy byly rychleji amplifikovany, reakéni
specificita byla nizsi.

Pomoci pfenosného kitu jsme ziskali DNA pfimo z infikovaného materidlu jehlic a kiry
Pinus radiata ve velmi kratkém cCase a bez laboratorniho vybaveni. 3 ul takto
vyextrahované DNA bylo pouZito do reakce LAMP. VSechny vzorky byly pozitivni,

coz nam ovéiuje robustnost této metody pro pouziti mimo laboratof.
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Obrazek 24: Test citlivosti LAMP testu se sondou: 5 nasobné fedéni od 8,4 ng/ul do
4,352 fg/ul
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Obrazek 26: Test specificity pro F. circinatum
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6 Diskuse

6.1 Detekce bakterii rodu Xanthomonas
Pro detekci fytopatogennich bakterii rodu Xanthomonas pro rajce a papriku byly
optimalizovany tii samostatné LAMP metody pro rychlou a specifickou detekci, kterou

lze pouzit i v terénu.

6.1.1 X. vesicatoria
Jako prvni byla vyvijena tato metoda pro detekci X. vesicatoria. Vzhledem Kk vysoké

ptibuznosti v ramci rodu Xanthomonas byl proveden vybér nejvhodnéjSich gend.
Multilokusové sekvenacni analyzy byly vhodnym vychozim bodem pro vybér genovych
sekvenci pro nasledny navrh primert. dnak, fyuA, gyrB, rpoD, fusA, gapA, gltA, gyrB,
lacF a lepA, atpD, dnakK, efp, gInA, copL aj. byly pouzity pro identifikaci a klasifikaci
bakterii rodu Xanthomonas (Young a kol., 2008; Almeida a kol. 2010; Behlau a kol.,
2013; Timilsina a kol. 2015; Barak a kol., 2016; Osdaghi a kol., 2018). Na zakladé
bioinformatickych analyz byly vybrany geny efP a copL pro detekci X. vesicatoria.
Diky  online  dostupnému  programu  Primer  Explorer V4  software
(http://primerexplorer.jp/e/) bylo mozné navrhnout primery F3, B3, FIP a BIP. Tento
program se hojné€ pouziva i v ramci rodu Xanthomonas (Biihlmann a kol., 2013; Gétaz a
kol., 2017).

Vnéjsi F3 a B3 primery byly pouzity pfi klasické PCR pro prvotni testovani specificity
primert pro detekci ,,yellow leaf curl virus®, ktery je patogenni také pro rajée (Fukuta a
kol., 2003). Testovani F3 a B3 primert pro detekci X. vesicatoria bylo téz provedeno
metodou PCR.

Ackoliv Nagamine a kol. (2002) optimalizovali metodu s loop primery, které dokazou
urychlit pribéh reakce, testovani a optimalizace LAMP reakce pro X. vesicatoria
probihala z diivodu urychleni analyz a snizeni ceny optimalizace.

Zakladni komponenty reakce vychazely z prvni publikace LAMP metody (Notomi a
kol., 2000): V celkovém objemu 25 ul bylo obsazeno 0.8 uM FIP a BIP, 0.2 uM F3 a
B3, 400 uM dNTP, 1 M betainu (Sigma), 20 mM Tris—HCI (pH 8.8), 10 mM KCI, 10
mM (NH4)2S04, 4 mM MgSO4, 0.1% Tritonu X-100, DNA a 8U Bst DNA
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polymerdza (New England Biolabs). Reakce byla inkubovédna pii 65°C po dobu 1
hodiny. Reakce pro dvé sady primert efP a copL byla v gradientovém fedéni MgSO4 od
3 mM do 5 mM. Zpiedchozich optimalizaci metod PCR vime, ze riznymi
koncentracemi hofe¢natych iontti jsme schopni ovlivnit specificitu reakce (Riedel a kol.,
1992). U LAMP reakce se ionty hot¢iku vazou na vedlejsi pyrofostatovy produkt a tvoii
bilou srazeninu pyrofosfatu hotfe¢natého (Mori a kol., 2004).

Vyhodnoceni probihalo pii optimalizaci reakce elektroforeticky pouzitim separaci
fragment na agarazovém gelu. Vysledné produkty ale nelze kvantifikovat ani
kvalifikovat. Vzhledem k vysoké G¢innosti amplifikace a produkce zna¢ného mnozstvi
produktil pii této metod¢ vznika velké riziko kontaminace pti nanaseni na gel (Freeman

a kol., 2002). Po optimalizaci reakce byla metoda pievedena na prenosnou platformu
Smart-DART (Diagenetix, USA). Platforma funguje v realném c¢ase jako uzavieny
systém pro amplifikaci pomoci metody LAMP bez rizika kontaminace a vyuzitelného i

terénnich podminkach (Jenkins a kol., 2011; Keremane a kol., 2015).

6.1.2 X. gardneri
Pouziti genu atpD, ktery se podili na regulaci syntézy ATP, pro klasifikaci bakteridlnich

druhii bylo rozsahle popsano a tento marker uspésné urcil fylogenetické vztahy mezi
nékolika bakterialnimi skupinami, v¢etn¢ Pasteurella, Bradyrhizobium, Sesbania a
Mesorhizobium (Petersen a kol., 2001; Weir a kol.; Vinuesa a kol. 2005; Simdes a kol.,
2007). V téchto analyzach vykazal gen atpD vyssi rozliSeni, nez bylo pozorovano v
analyze s 16S - 23S rRNA (Gongalves a Rosato, 2002). Na zakladé¢ MLSA analyzy
tohoto genu byly identifikovany Ctyfi bakterialni druhy patogenni pro rajce a papriku na
urovni druhi Xanthomonas spp. (Hamza a kol., 2010). Pro navrh primerd byl vybran
gen atpD kvtli jeho vysoké druhové specificité. Specificnost nové navrzenych vnéjsich
primert (F3 a B3) byla nejprve testovana pomoci PCR, jak to doporucuje Fukuta a kol.
(2003). Ocekavana velikost amplikonu byla 215 bp a amplikon této velikosti byl
viditelny pouze ve vzorcich obsahujicich DNA X. gardneri.

Reakce byla optimalizovana pouzitim izotermalniho Master mixu, ktery dodava firma
Optigene. Tento mix obsahuje fluorescencni interkalacni ¢inidlo a nemusi se do reakce
dodavat pti pouziti pro real-time LAMP (Tomlinson a kol., 2010). Metoda pro detekci
X. gardneri byla pfevedena na pienosnou platformu Smart-DART (Diagenetix, USA)
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(Jenkins a kol., 2011; Keremane a kol., 2015). Pouzitim kolorimetrického Master mixu
byl vyvinut rychly, spolehlivy, citlivy a specificky test pro detekci viru Zika z moci
nebo séra, ktery lze provést v klinickém nebo terénnim prostifedi s minimalnim
vybavenim a technologickymi znalostmi (Calvert a kol., 2017). Na zakladé této studie

byla optimalizovana kolorimetrickd LAMP metoda pro detekci X. gardneri.

6.1.3 X. euvesicatoria
V priubé¢hu feseni optimalizace LAMP metody pro specifickou detekci X. euvesicatoria

Larrea-Sarmiento a kol. (2018) publikovali ¢lanek s feSenim stejné problematiky. V této
studii byl vyvinut protokol LAMP pro platformu BioRanger™ pro specifickou, citlivou,
spolehlivou a robustni detekci a diferenciaci X. euvesicatoria, kterd je puvodcem
bakteridlni skvrnitosti u rajcat a paprik. Diky metodam sekvenovéani nové generace jsou
dostupné genové sekvence tohoto druhu (Ouyang a kol., 2013). Srovnavaci analyza
deseti genomu blizce piibuznych patogeni ziskanych z vefejné dostupné databaze
usnadnila identifikaci jedine¢nych genovych sekvenci pfitomnych v X. euvesicatoria.
Byl validovan gen recG, ktery je unikatni pro X. euvesicatoria. Zadny ze $esti primert
nevykazoval 100% homologii s zadnou existujici sekvenci v databazi NCBI (Larrea-
Sarmiento a kol., 2018). Nami navrZené primery nelze s databazi porovnavat, protoze
nejsou dostupné, coz neznamend, ze nejsou specifické. NaSe primery nebyly navrzeny
pro genové sekvence, ale vybér unikatni sekvence byl v rdmci celého genomu. Primery
byly navrzeny v programu LAMP Designer (Optigene, UK), kde jsou loop primery
navrhovany najednou spolu s ostatnimi primery. Larrea-Sarmiento a kol. (2018) navrhli
primery v programu Primer Explorer V5 software (http://primerexplorer.jp/e/), kde se
nejdiive navhuji vnéjsi a vnitini primery. Loop primery se navrhuji aZ po vygenerovani
téchto primeri, coZz ma nevyhodu vtom, ze nemusi byt pro né¢ volna pozice.
Optimalizovany LAMP dle Larrea-Sarmiento a kol. (2018) ma velmi podobny detekcni
limit (100 fg).

Testovani bylo provedeno na DNA z infikovanych rostlin u obou optimalizovanych
LAMP metod. Infikovani rostlin Larrea-Sarmiento a kol. (2018) provedli dle metodiky
Giovanardi a kol. (2018). Nas postup infikovani rostlin byl zvolen dle metodiky INSTA
(2015). Izolace u obou postupit byly zvoleny dle komeréné dostupnych kith, které

zaji$t'uji velmi rychlé ziskani DNA.
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Uspé&snost, rychlost, specifiénost a citlivost LAMP testdl je velmi podobna. Oviem nami
navrzena LAMP metoda ma navrzené primery tak, aby bylo mozné fluorescencni
oznaceni jednoho z primerti, a tim bude mozné optimalizovat metodu pro multiplex

LAMP s ostatnimi Xanthomonas ssp. patogennich pro raj¢e a papriku.

6.1.4 LAMP pro Xanthomonas ssp.
V ramci rodu Xanthomonas byly jiz v minulosti publikovany primerové sady pro

specifickou detekci Xanthomonas citri subsp. citri, Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii; Xanthomonas arboricola pv. pruni a Xanthomonas oryzae pv. oryzae
(Rigano a kol., 2010; Biihlmann a kol., 2013; Lang a kol., 2014). Krom¢ rozliSeni
pathovaru jsou tyto dva testy schopné rozliSit X. oryzae jak africké tak asijské linie. Byl
navrzen LAMP test pro detekci bakteridlniho patogenu u bananii v Africe zpiisobené
Xanthomonas campestris pv. musacearum (Hodgetts a kol., 2015). Bakterialni rakovinu
u citrusu zpusobuji Xanthomonas citri subsp. citri a Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii, které se jest¢ déli do skupin A, B a C. LAMP test byl navrzen a

optimalizovan pro tii poddruhy (Rigano kol., 2010).
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6.2 Detekce houby Fusarium circinatum

Pro optimalizaci metody LAMP je dulezité najit vhodny usek DNA, pro ktery bude
mozné navrhnout specifické primery. Pro detekci hub se hojné pouziva ITS region,
ktery ma nejvyssi pravdépodobnost uspésné identifikace druhu pro Sirokou Skalu hub
(Schoch a kol., 2012). F. circinatum byla poprvé specificky detekovana sekvenovanim
genu transla¢niho elonga¢niho faktoru 1-alfa (EF-lalfa) (O'Donnell a kol., 1998).
Ramsfield a kol. (2008) tento gen pouzili pro optimalizaci metody multiplex PCR, ktera
byla schopna detekovat minimalné 10 pg/ul DNA. Gen EF-lalfa byl také pouzit pro
specificky navrh primerti a TagMan sondy, které byly pouzity pro metodu dulpex real-
time PCR. V této publikaci Luchi a kol. (2018) prezentuji detekci Fusarium circinatum
a Caliciopsis pinea v jedné reakci. Sonda se nachazi v unikatni pozici. Navrh asimilac¢ni
sondy Vv této praci byl soustfedén do stejné oblasti pro LAMP analyzu.

Molecular beacons (Tyagi and Kramer, 1996) a TagMan sondy (Heid a kol., 1996) jsou
sondy zalozené na pienosu fluorescencni rezonan¢ni energie (FRET). Jsou slibnou
alternativou pro sekvencné specifické monitorovani amplifikace DNA v redlném Case
(Kubota a kol., 2011) Bohuzel molecular beacons se spontanné rozvijeji pii teploté
LAMP reakce (60°C az 65°C) a vyzadovana aktivita TagMan sondy neni kompatibilni
s exonukledazovou aktivitou LAMP procesu. AvSak na zdklad¢é téchto FRET procest
byly navrzeny asimila¢ni sondy, které lze pouzit pfi monitorovani metodou real-time
LAMP. Asimila¢ni sonda se skladd ze smyckového primeru nebo vnitiniho primeru a
fluorescenéniho vldkna (Kubota a kol.,, 2011). Nejcastéji pouzivané fluorescencni
znaleni je 6-carboxyfluorescein (FAM) avSak Ize pouzit i jind: HEX, ROX, TAMRA,
Cy5, Cy5.5 (Kouguchi a kol., 2010; Tanner a kol., 2012; Kubota a Jenkins, 2015).
Asimila¢ni sonda pro specifickou detekci F. circinatum byla znacena 6-
carboxyfluoresceinem (FAM). Pro navrh primert a sond se pouZivaji stejné programy
jako pro ,klasicky LAMP stim rozdilem, Ze jeden zloop primerl situujeme do
specifické pozice sekvence. Tento loop primer je fluorescenéné oznaCen a vznika
asimila¢ni sonda.

Jako dopln¢k byla pouzita analyza kiivky tani (data nejsou uvedena), ktera jde pouzit
pouze pro ,.klasicky* LAMP bez fluorescen¢niho znaceni. Analyza kiivky tani byla pro

rozliSeni specifickych produkti LAMP upiednostnéna pted procesem elektroforézy na
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agarozovém gelu, vzhledem k tomu ze je velké riziko kontaminace. Existuje nékolik
zprav o analyze kiivek tani PCR produktt (Shrestha a kol., 2003; Haverstick a kol.,
2004; Bu a kol., 2005; Aglietti a kol., 2019). Produkty PCR mohou byt
charakterizovany analyzou kiivek tani, protoze kazda dvoutetézcova molekula DNA ma
specifickou teplotu tani (Tm), pii niz se 50% DNA rozplete na jednovlaknovou.
Hodnota Tm je zéavisld jak na zakladni sekvenci, tak na obsahu GC. Amplifikace
primer-dimerd nebo nespecifickych produktti bude pozorovana jako piky s rtuznymi
hodnotami Tm. Bu a kol. (2005) uvedli identifikaci PCR produktt amplifikovanych z
Candida spp. a Aspergillus spp. pomoci analyzy ktivek tani a specifické sondy byly
pouzity na analyzu kiivek tani typizujici virus hepatitidy (Haverstick a kol., 2004) a
diferenciaci druhd Mycobacterium (Shrestha a kol., 2003). Toto byla prvni zprava
analyzy kitivky tani produkti LAMP. Identifikace produktd LAMP se sondami nemuze
byt stanovena, protoze se jiz pouziva relativné velké mnozstvi oligonukleotidt (Njiru a
kol., 2008).

V ramci Fusarium ssp. bylo provedeno nékolik optimalizaci LAMP metod. AvSak pro
specifickou detekci F. circinatum je v této disertani praci popsana prvni LAMP
metoda, ktera je optimalizovana pro prenosné platformy. Niessen, a Vogel (2010)
vyvinuli specificky test pro toxigenni houbu Fusarium graminearum, ktera napada
obiloviny. Test byl zaloZen na genu gaoA (galaktosoxidaza), pro ktery byly navrzeny
specifické primery. Bylo prokézano, Ze detekuji pfitomnost méné nez 2 pg purifikované
cilové DNA v reakci béhem 30 minut. Real-time LAMP byla optimalizovana pro
detekci Fusarium oxysporum f. sp. niveum z pidy. Tato houba je jednim z hlavnich
limitujicich faktorti produkce melounti na svété. Detekéni limit real-time LAMP byl 1,2
pg uL ! genomové DNA nebo 103 spér g ~ ! umélé inokulované pidy, zatimco real-
time PCR detekovala az 12 fg pL ~ ! nebo 102 spér g ~ 1. Ackoliv je citlivéjsi real-time
PCR nez real-time LAMP tak tato metoda je pfenosna a tudiz pouzitelna k detekci
Vv terénu (Peng a kol., 2013). Fusarium mangiferae je celosvétové hlavnim ptavodcem
houbového onemocnéni manga. Pu a kol. (2014) v Ciné optimalizovali LAMP metodu
s citlivosti az 2,26 x 107* ng/ul plazmidové DNA. Kvantifikace DNA patogenu v
ptirozené¢ odebranych vzorcich neméla ve srovnani s vysledky u real-time PCR
signifikantni rozdil. Pro detekci Fusarium oxysporum f. sp. cubense rasu 4 byl

optimalizovan real-time LAMP s detekénim limitem 3x82 x 103 kopii plazmidové

68



DNA nebo 103 spér na gram v uméle zamotené ptidé (Peng a kol., 2014). V roce 2018
byly optimalizovany dvé LAMP metody pro detekci Fusarium fujikuroi a Fusarium
oxysporum f. sp. lactucae (Ortega a kol., 2018a; Ortega a kol., 2018b)

Tento rok byl publikovan ¢lanek, kde bylo diky mezinarodni spolupraci testovano velké
mnozstvi vzorkti Fusarium spp. molekularnimi metodami. Bylo pouzivano 8 protokold,
které se nekolikrat lisily vysledkem. To bylo zplsobeno pouzivanim rizné piistrojové
techniky. DNA geneticky piibuznych F temperatum a F. subglutinans zptsobovala
falesné pozitivni vysledky, ackoliv patogenita pro borovice je velmi nepravdépodobna
(loos a kol., 2019). F. temperatum bylo velmi nepatrné detekovano i v LAMP metodé
popsané v této disertacni praci. Mnozstvi amplifikace bylo velmi zanedbatelné¢ a
muzeme ho povazovat za negativni. F. temperatum bylo popsano jako patogen kukutice
(Scauflaire a kol., 2012) V soucasné dobé je LAMP popsany v této disertacni praci
nejcitlivéjsi a nejspecifictéjsi dosud publikovanou metodou pro detekci karanténniho
patogenu F. circinatum a mohl by slouzit jako dalsi detekéni protocol pfi

fytosanitarnich kontrolach, ktery lze vyuzit pfimo v terénu.
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7 Zavér

Disertacni prace se zabyvala optimalizaci detekéni metody LAMP pro bakterie rodu
Xanthomonas patogennich pro rajée a papriku a pro houbu Fusarium circinatum
patogenni pro borovici. Cilem prace bylo, navrhnout metodu tak, aby byla specificka a
citlivd, vzhledem k néaslednému ptenosu na pienosné platformy, které se pouzivaji
piimo v terénu k rychlé detekci.

U bakterii rodu Xanthomonas byla nejdiive provedena bioinformaticka analyza
dostupnych genovych sekvenci vzhledem k vysoké mife ptibuznosti. K laboratornimu
testovani byly vybrany dva geny efP a copL, které se jevily jako nejvic specifické pro
navrh primert pro X. vesicatoria. Nejdiive byly testovany F3 a B3 primery metodou
PCR, kvuli ovéfeni specificity. Optimalizace reakce probihala michanim komponentd,
kde byl MgSOa Vv gradientovém fedéni. Timto zptisobem byla optimalizovana specificka
reakce LAMP, pro kterou byly navrzeny primery z efp genu. Metoda LAMP pro detekci
X. vesicatoria byla ptevedena na platfomu Smart-DART (Diagenetix, USA).

Pro navrh primert pro specifickou detekci X. gardneri byl vybran gen atpD. Nejdiive
byly testovany F3 a B3 primery metodou PCR a nasledné probéhla optimalizace LAMP
metody pro real time zobrazeni a pro kolorimetrické zobrazeni. Byly optimalizovany
dvé samostatné detekéni LAMP metody pro X. gardneri.

Pro X. euvesicatoria byla optimalizovana LAMP metoda. Vychazela z vybéru
specifického tiseku v ramci celého genomu. Navrzené primery byly testovany v dvou
riznych koncentracich. Pfi obou koncentracich byla reakce specifickd. Rozdil byl pouze
Vv pocatku presahu prahové fluorescence. Pro ovéfeni funkénosti LAMP metody byla
metoda testovana na DNA izolované piimo z rostlin. LAMP pro specifickou detekci X.
euvesicatoria dosahuje detekéniho limitu 0,128 pg/ul DNA v reakci.

LAMP metoda byla optimalizovana také pro vieckovytrusnou houbu Fusarium
circinatum, ktera zptsobuje onemocnéni pryskyfiéné rakoviny borovic. Vzhledem k
vysoké sekvencni podobnosti v rdmci genu EF1-a byla navrzena asimila¢ni sonda, ktera
zvysila specificitu reakce. Detekéni limit byl 0,05 pg/pl v reakci.

Vytvotenim citlivych detekénich systémi LAMP, jsme schopni detekovat rostlinné

patogeny ve velmi kratkém case bez potieby laboratorniho zatizeni.
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